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PROLOGO

El cancer de mama femenino es un problema de salud publica de primer orden a
nivel mundial, especialmente en los paises de nivel econémico-social alto-
medio, debido a su frecuencia (20-25% de todos los canceres femeninos), alta
predisposicidon a padecerlo (5-10% con una expectativa de vida de 74 afios) y a
su alta mortalidad entre los 35 y 55 afios (10%), practicamente estable a pesar
del refinamiento de las técnicas de diagnéstico precoz y a la investigacion
terapéutica (48).

Los paises mediterraneos presentan menor incidencia de cancer de mama (20-
40 / 100.000 mujeres / aio) que los paises del norte de Europa (50-70 / 100.000
mujeres / afo) (129). Espafia muestra una tasa bruta de 49,12 / 100.000
mujeres / afo, superior a la tasa estandarizada mundial de 36,26 / 100.000
mujeres / aflo. Es una causa importante de muerte prematura (3,5% de las
causas de muerte femenina entre los 25 y 44 afios) (112).

En la Comunidad Autbnoma Andaluza es el cancer mas frecuente y la primera
causa de mortalidad prematura en la mujer. Su incidencia tiende a crecer y en
afos sucesivos se incrementa el nimero de casos diagnosticados.

La distribucion por provincias no es homogénea, mostrando el area
metropolitana de Sevilla la mayor incidencia seguida del &rea territorial de la
bahia de Cadiz (131,138).

El riesgo familiar ha quedado objetivado en las mutaciones de algunos genes,
especialmente los genes BRCA-1 y BRCA-2 y confirmado el fenotipo de las
pacientes de riesgo (amplio periodo reproductor, infertilidad o embarazos
tardios, ausencia de lactancia, obesidad, terapéutica hormonal, patologia
mamaria benigna de riesgo, etc.). El 95% de las mujeres tienen al menos un
factor de riesgo.

La investigacion sugiere que soOlo algunas células tumorales adquieren
capacidad invasora y metastasica por lo que su correcta identificaciéon se ha
convertido en un objetivo prioritario de la investigacién oncoldgica y terapéutica.
El papel de la angiogénesis en el proceso de crecimiento y metastasis del
cancer mamario parece demostrado, lo que ha desarrollado la investigacion del

papel terapéutico de drogas antiangiogénicas en fase preclinica (67,87,174).



INTRODUCCION

Concepto de angiogénesis

El sistema vascular es el resultado de la combinacion de dos procesos:
vasculogénesis y angiogénesis. La vasculogénesis supone la formacion “de
novo“ de vasos sanguineos a partir de la concentracion de angioblastos de
origen mesodérmico. La angiogénesis es un proceso complementario de la
vasculogénesis en el que se forman neovasos a partir de los ya existentes
mediante la proliferacion y migracion de sus células endoteliales. La
angiogénesis regulada es un proceso fundamental en diferentes
acontecimientos fisiolégicos (desarrollo embrionario, transformaciéon de la
mucosa endometrial en el ciclo menstrual, curacién de heridas, etc.). Es un
proceso muy controlado mediante un delicado equilibrio entre estimuladores e
inhibidores angiogénicos.

La angiogénesis no regulada es un factor decisivo en la evoluciéon de
determinadas situaciones patoldgicas (retinopatia diabética, psoriasis, etc.) y un
requisito imprescindible para el crecimiento de las neoplasias (54,56,71).
Asimismo, se ha considerado decisiva su intervencion en el mecanismo de la
invasion tumoral y de la diseminacion metastasica de las células neoplasicas
(67,157,165,80,71) y en el crecimiento de los depdsitos metastaticos (170,80).

La angiogénesis tumoral

Estudios experimentales de induccién tumoral han demostrado una secuencia
progresiva de normalidad, hiperplasia y neoplasia epitelial (55). Mediante
estudio inmunohistoquimico con antilaminina (un anticuerpo frente a un
componente de la membrana basal vascular) se ha confirmado la adquisicion de
actividad angiogénica de la lesion en la fase hiperplasica, previa al estado
neoplasico, manifestada por la alteracion del patron vascular de laminina y del

incremento en la incorporacion de timidina tritiada por las células endoteliales en



el tejido hiperplasico, claramente diferentes al observado en el tejido normal
(89). Aunque no ha podido demostrarse la causa activadora de la angiogénesis
(inhibida probablemente por el entorno), se ha invocado la superacion de un
tamafo critico del tejido hiperplasico como causa mas probable (55). Estos
hechos sugieren que la induccion y activacibn de la angiogénesis se
correlaciona con la transicion de hiperplasia a neoplasia epitelial.

Este modelo experimental probablemente tenga una contrapartida importante en
el cancer humano ya que la mayoria de las neoplasias malignas humanas se
originan en células epiteliales y son precedidas de lesiones preneoplasicas. La
angiogénesis ha sido demostrada en estadios precoces, no invasivos, del
cancer mamario humano (46,79,185).

Aunqgue la relacion entre el proceso angiogénico y la progresion tumoral ha sido
investigada en diferentes tumores humanos (préstata, pulmén, cerebro, hueso,
etc.), la mayor parte de esta investigacion se ha centrado en el cAncer mamario.
El desarrollo de los métodos inmunohistoquimicos ha permitido identificar una
amplia serie de factores estimuladores e inhibidores de la angiogénesis. Estos
factores actian como factores autocrinos o paracrinos y ponen en marcha el
mecanismo angiogénico al romperse el equilibrio entre factores inductores y
supresores mediante el incremento de los primeros o la disminucion de los

segundos (127).

Factores esttmuladores de la angiogénesis

El factor vascular de crecimiento endotelial (VEGF) es un promotor
importante de la angiogénesis (88,109) y el mas relacionado con el crecimiento
tumoral y por ello el de mayor valor prondstico (8,66). Es una citoquina potente
que regula la proliferacion y permeabilidad vascular y actia como un factor
antiapoptotico en los neovasos. Su sobreexpresion esta relacionada con las
mutaciones del oncogen supresor p53 (109). Influye ademas en la expresiéon de
las metaloproteinasas y en la supervivencia y adquisicion del potencial invasor
por las células tumorales (128,75). Se han identificado 5 isoformas de diferente
peso molecular y capacidad de adherirse a la superficie celular. La isoforma
189 estd muy relacionada con el prondstico de tumores solidos. Sus efectos
mitdgenos y quimiotacticos estdn mediatizados por dos receptores exclusivos



del endotelio vascular. Su expresion esta estimulada de forma importante por la
hipoxia en el tejido tumoral, que refuerza su accion antiapoptotica (70,146), por

diversos factores de transcripcion, y otras citoquinas.

La interleucina 8 (IL-8) es un factor proangiogénico potente secretado por las
células tumorales y por las células estromales e inflamatorias del entorno
tumoral (17). Inicialmente identificada como factor quimiotactico de los
neutroéfilos, se le han reconocido posteriormente funciones que estimulan el
crecimiento tumoral y la produccion de metéstasis (15). Su expresion parece
relacionada con las lineas celulares de cancer de mama que no expresan
receptores estrogénicos (62,108) pero otros autores niegan esta relacion
(107,108). La alta expresion de IL-8 esta asociada a un potencial invasor alto de
las células neopldsicas y experimentalmente, a mayor potencial metastético
(62). Aunque no existe una interregulacion entre el VEGF y la IL-8, si se observa
una sobreexpresion paralela de ambas citoquinas, lo que sugiere que sus vias

de regulacion son comunes (27).

Los factores de crecimiento fibroblastico acidos y bésicos, factor alfa de
necrosis tumoral, factor transformador del crecimiento alfa, factor de
crecimiento endotelial plaquetario, factor de permeabilidad vascular, factor
transformante del crecimiento beta, angiotropina, angiogenina y otros
factores secretados por el tumor, por las células endoteliales (endotelinas) y
por las células del tejido conectivo estimulan también el proceso de
angiogénesis (3, 93, 139,178). La mayor parte de estos factores tienen efecto
mitdégeno y quimiotactico sobre las células endoteliales. La angiotropina y el
factor de necrosis tumoral alfa tienen sélo efecto quimiotactico y el efecto de la
angiogenina sobre el endotelio es desconocida. Los macréfagos y linfocitos
activados participan asimismo en la ampliacion del efecto angiogénico. La
heparina secretada por los mastocitos, muy numerosos en la fase
preangiogénica de algunos tumores, actla sobre la matriz extracelular

favoreciendo la angiogénesis.

Factores inhibidores de la angiogénesis



Los factores inhibidores de la angiogénesis mas importantes son la
angiostatina, endostatina, trombospodina y los inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas. Estos factores han sido demostrados en tumores
“durmientes” y parecen que impiden su adquisicion del fenotipo angiogénico
(88). La angiostatina es un dominio criptico del plasminégeno y se ha
demostrado experimentalmente su origen en la metaloproteinasa 2 producida
por el tumor de Lewis pulmonar. La endostatina es un fragmento proteolitico c-
terminal del colageno XVIII que se une directamente a uno de los receptores
del VDGF bloqueando la fosforilacion de la tirosina en el receptor endotelial
inducida por la VDGF. Este bloqueo del receptor impide a su vez la actuacién de
otros factores, con lo que se bloquea la proliferacion celular. Asimismo inhibe la
produccion de las proteinas antiapoptoticas bcl-2 y bclx e incrementa la
apoptosis de las células endoteliales selectivamente. La produccion de
trombospodina esta controlada por la proteina p53 que al inactivarse durante la
carcinogénesis inhibe su produccién y acelera el crecimiento tumoral y la

angiogénesis de forma paralela (109,177).

Factores que actuan indivectamente en la angiogénesis

Otros factores participan indirectamente en la angiogénesis degradando la
membrana basal y la matriz extracelular, un proceso necesario para la iniciacion
de aquella (10). Los mas importantes son las catepsinas y las metaloproteinasas

de la matriz extracelular.

Las catepsinas son proteasas lisosOmicas ampliamente distribuidas en los
tejidos normales e implicadas en variados procesos fisiolégicos. Son
sintetizadas como proenzimas y posteriormente glicosiladas y fosforiladas a
enzima activo. La estimulacion de algunos factores oncogénicos como las
gueratokinas alteran su transporte a los lisosomas y activan su accion citosoélica
0 en la matriz extracelular, comprobandose altos niveles de catepsinas en
relacion con destruccion patoldgica de la matriz extracelular en el proceso de
invasion tumoral e inicio de las metéastasis (18). En las lineas celulares del
cancer de mama metastatico se han demostrado altas tasas de catepsina D y en
el hueso metastatico sobreexpresion de catepsina L. La catepsina G es



elaborada por los neutrofilos y altera la barrera endotelial y la matriz extracelular,
facilitando su llegada al foco inflamatorio. Todos estos hechos sugieren un
importante papel, ya sea directo, eliminando barreras o indirecto por procesado
de otras proteasas latentes en la matriz, o degradando sus inhibidores proteicos,

intimamente relacionado con algunas etapas del proceso angiogeénico.

Las metaloproteinasas de la matriz son endopeptidasas metalo-Zn secretadas
por células normales y tumorales que actian en la renovacion de la matriz
extracelular. Su sobreexpresidon estd directamente relacionada con la
estimulacién de la angiogénesis en relacion con el proceso de crecimiento,
invasion y metastasis tumoral (127) y posiblemente facilite la liberacion de

factores angiogénicos secuestrados (23).

El factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) es una proteina rica en
cisteina que promueve la adhesion, proliferacion y migracion de células
endoteliales vasculares bajo condiciones de hipoxia, tanto in vitro como in vivo
(96,144, 145).

La mayor parte de los tumores epiteliales mantiene durante afios una actitud no
angiogénica, probablemente por la secrecion en las células tumorales de los
factores antiangiogénicos considerados anteriormente. Ello motiva que el
crecimiento tumoral no exceda los 2 0 3 mm de didmetro (67). Sin embargo en
esta fase antiangiogénica las células neoplasicas mantienen un ritmo
proliferativo semejante al de cualquier tumor de crecimiento rapido que es
neutralizado por apoptosis (84,127). La adquisicion del fenotipo angiogénico por
el tumor determina la disminucién de la apoptosis y el predominio de la
proliferacion celular lo cual estimula su rapido crecimiento (55). Este crecimiento
rapido parece determinar hipoxia en determinadas areas tumorales lo que
estimula la liberacibn de factores de crecimiento endotelial que provocan
modificaciones morfolégicas en las células endoteliales, quizas un primer paso
para su migracion (25) y factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) que
provoca una respuesta angiogénica llamativa, con adhesién a la matriz de
células endoteliales, proliferacion y migracion de las mismas (89, 96,144,145).
Los neovasos muestran caracteristicas morfologicas que facilitan la

permeabilidad celular y paralelamente dificultan una oxigenacién efectiva de las



células tumorales (71), lo que por una parte facilitaria los mecanismos
invasores y metastasicos y por otra contribuiria a la hipoxia y posterior liberacién
de factores angiogénicos por el tumor.

En la adquisicion del fenotipo angiogénico parece ser decisiva la expresion
selectiva del receptor de adhesion de la integrina alfa-v B3. La union de esta
integrina al receptor produce una sefial especifica que activa la supervivencia de
las células endoteliales angiogénicas, acompafada de una disminucién de p53
y p21 y del incremento de bcl2 (155,156).

La angiogénesis es un proceso proliferativo activo que es independiente de la
proliferacion de células endoteliales y de las células tumorales, por lo que hay
que suponer que estos procesos estan regulados por mecanismos
independientes (36,59,170,118).

La expresién angiogénica intratumoral es muy hetereogénea y no relacionada
con la diferenciacion histolégica del tumor (9). Recientes estudios han
demostrado que las areas con mayor densidad microvascular (puntos calientes-
hot spot) no corresponden al borde de crecimiento tumoral (178) sino a las
zonas centrales del tumor (9).

La clonacion de células tumorales demuestra que no todas las células
neoplasicas son angiogénicas y las que lo son no expresan el mismo nivel de
factores angiogénicos ni el mismo numero de ellos (178,180). Estas mismas
caracteristicas incumben a las células con capacidad metastasica por lo que su
capacidad de sobrevivir en el érgano diana también es variable. Asimismo no se
ha podido establecer una correlacion directa entre niveles de un factor tumoral
proangiogénico demostrado (VEGF) e incremento de la neovascularizacion
tumoral (24,72,130).

Tampoco ha podido demostrarse una correlacion topografica entre expresion de
VEGF y densidad microvascular (111,130). Todos estos hechos demuestran la
complejidad del proceso angiogénico que si bien esta estimulado de manera
importante por VEGF, lo es de forma indirecta a través de la activacion de
células endoteliales y de factores sefializadores en el tejido conectivo en
diferentes etapas del proceso de angiogénesis (96,144,145,162).

En sintesis la angiogénesis inducida por tumores supone pues, una secuencia
de etapas imbrincadas entre si, estimuladas por mecanismos multiples en los

gue intervienen factores de accion demostrada que se interrelacionan por vias



no bien establecidas. El inicio del fendmeno angiogénico esta reflejado en una
serie de hechos contratados y que de forma esquemaética exponemos :

Liberacion de proteasas por las células endoteliales activadas.
Degradacion de la membrana basal vascular preexistente.
Migracion de células endoteliales intratumorales.

Proliferacion de las células endoteliales.

Canalizacion y ramificacion de los neovasos.

o ok w0 N PR

Formacién de nueva membrana basal y adherencia de los pericitos
(estabilizacion del neovaso).

Fusion de los vasos neoformados.

~

Establecimiento del flujo sanguineo en los neovasos.

Estudios recientes afladen una nueva etapa en el proceso angiogénico: la
maduracion vascular. Este proceso se ha estudiado en el cancer de mama
inmunohistoquimicamente mediante un anticuerpo monoclonal (LH39) que
reconoce un epitopo de la lamina ldcida de vénulas y capilares maduros, no
existente en los vasos neoformados inmaduros. El grado de expresion de este
anticuerpo no se correlaciona con la angiogénesis cuantitativa ni con la mayoria
de los factores pronosticos comunmente utilizados en el cancer mamario, pero
es significativamente alto en el tejido mamario normal comparandolo con el
tejido tumoral e inversamente relacionado con el estatus ganglionar, por lo que
es un factor predictor de metastasis ganglionar en el cancer de mama (91).

El proceso metastatico es un fenémeno que comparte propiedades fisiologicas y
moleculares con la angiogénesis y necesita de su colaboracién. Ambos son
procesos invasores en los que las células (endoteliales en la angiogénesis y
tumorales en la metastasis), atraviesan barreras bioldégicas (membrana basal,
matriz extracelular y estroma con células y macromoléculas) para alcanzar su
tejido diana. A semejanza de la angiogénesis, la metastasis es un proceso en

etapas que sintetizamos a continuacion:

1. Salida de las células neoplasicas del tumor primario

2. Superacion de la membrana basal epitelial y del estroma



3. Penetracion en el sistema vascular y circulacién por el torrente
sanguineo

4. Salida del torrente sanguineo atravesando la membrana basal
endotelial y el estroma perivascular.
Penetracion en el tejido diana

6. Angiogénesis, proliferacion celular y crecimiento tumoral.

La teoria clonal de las metastasis (92) podria explicar la diferente virulencia del
proceso invasor y metastatico de tumores con histologia similar que dependeria
del nimero de clones de células tumorales con fenotipo angiogénico y del grado
de expresion de factores proangiogénicos en esas células tumorales (54,55,
177,178).

Factores pronodsticos en el Cancer de mama

1.- Factores clinicos

Aunque tradicionalmente se ha atribuido un peor prondstico a las pacientes
jovenes con cancer de mama, no existe una relacion comprobada entre edad y
supervivencia. En las grandes series parece existir mayor indice de afectacion
ganglionar axilar en las pacientes con edad inferior a los 35 afios (120).

El embarazo ha sido asimismo considerado como un factor agravante del
cancer mamario. Sin embargo no existen evidencias de que sea un factor
prondstico independiente (7).

Aunque es un método valido en cuanto a la deteccion de cancer mamario y de
metastasis axilares, la palpacion clinica es un método grosero en la apreciacion
de tamafo y afectacion o no de ganglios axilares. EIl tamafio macroscoépico
apreciado sobre la pieza quirargica en tumores grandes y el tamafo
microscopico medido sobre el corte histoldégico son los métodos recomendados
para la valoracion de este factor prondstico, por lo que los consideraremos en el
apartado de factores morfoldgicos. Actualmente la mamografia ha superado a la
exploracion clinica en cuanto a la deteccién de tumores de reducido tamafio por

lo que aproximadamente el 50% de las pacientes diagnosticadas de céncer



mamario presentan tumores pequefos sin metastasis axilares. En este amplio
grupo de pacientes la informacién predictiva adicional puede resultar de gran
valor. Como veremos mas adelante, la combinacion de estos factores con otros
de tipo morfoldgico, permiten obtener un valor predictivo fiable (78,158).

2.- Estadio tumoral

El screening mamografico ha incrementado el diagnostico de carcinoma
intraductal en un 13,6% en la poblacion general, lo que ha reducido su
mortalidad un 1,5% (48). El 85% de los casos se diagnostica por mamografia y
el 15% restante por hallazgo quirdrgico casual o mas raramente por signos
clinicos. El carcinoma intraductal supone el 10-30% de los carcinomas
mamarios diagnosticados por mamografia, el 17% carecen de
microcalcificaciones y el 80% son de menor tamafio al sugerido en el
diagnéstico por imagen (85).

El carcinoma intraductal es una lesion precursora (obligada o no obligada) con
un riego relativo de desarrollar un carcinoma infiltrante de 8-11, pero no una
enfermedad necesariamente mortal. La evolucién fatal parece debida a focos de
carcinoma invasor no detectados o a carcinomas invasores de novo

postoperatorios (43).

El carcinoma microinvasivo supone menos del 1% de todos los carcinomas
mamarios y va asociado generalmente al carcinoma intraductal. Los criterios
diagnésticos son muy hetereogéneos (43). Las metastasis axilares son
excepcionales por lo que su tratamiento es superponible al del carcinoma

intraductal.

El carcinoma invasivo supone la mayor parte de los carcinomas de mama. El
aumento de tamafio tumoral, la afectacion ganglionar y las metastasis a
distancia, se relacionan directamente con un agravamiento progresivo del
pronéstico. En los casos frecuentes en los que existe un componente tumoral
intraductal, el pronostico queda definido por la extension del componente
invasor (53,141).
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3.- Factores morfologicos

En 1925, GREENOUCH inicia la clasificacion pronostica de los tumores
malignos mamarios utilizando criterios morfologicos. Desde entonces el analisis
histopatolégico ha sido de gran utlidad en el reconocimiento de las
caracteristicas morfolégicas de los tumores mamarios malignos permitiendo
clasificarlos en tipos histologicos que han definido su excelente o mal

pronostico.

a. Tzpos histologicos

Algunos carcinomas de mama invasores presentan caracteristicas histologicas
especificas que permiten subclasificarlos y asociarlos generalmente a un buen
pronéstico. Estos “tipos especiales” (150) representan entre el 25 y el 30% de
todos los carcinomas invasores mamarios Yy deben diagnosticarse
microscopicamente como tales cuando las caracteristicas histoldgicas
especificas estan presentes al menos en el 75% del tumor (43). No obstante el
valor predictivo es mucho mas fiable cuando dichas caracteristicas morfolégicas
estan presentes en el 90% o en la totalidad del tumor, incluso en situaciones
clinicas desfavorables (tumor de gran tamafio). EI amplio grupo restante de
carcinomas mamarios invasores se hominan como “sin otras especificaciones”

(51) o “no de tipo especial “ (150).

El carcinoma ductal invasor sin otras especificaciones, constituye el tipo
histolégico mas frecuente de tumores mamarios (43,44). Algunos grupos de
trabajo mantienen el término carcinoma ductal infiltrante (137), perpetuando el
concepto tradicional, sin pruebas concluyentes, de que estos tumores se
originan en el epitelio ductal a diferencia de los carcinomas lobulillares que se
originarian en el lobulilo mamario. La tendencia actual es la de considerar la
unidad terminal ducto-lobulillar como el origen comdn de la mayoria de los
carcinomas mamarios (11). La mayor parte de los carcinomas de mama de tipo
familiar, asociados a mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 son de este tipo con
peculiaridades histologicas (bordes expansivos, alto indice mitdsico y notable
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infiltrado inflamatorio en los BRCA 1 y bordes expansivos con bajo indice
mitosico en los BRCA 2) (100). MacroscOpicamente pueden ser estrellados o
nodulares y suelen ser firmes, crujen al corte y su aspecto es grisaceo con
estrias amarillentas. Microscopicamente, las células neoplasicas pueden
distribuirse en grupos, trabéculas o cordones con tendencia al patron sélido o
sincitial con variables formacion de tubulos, atipia nuclear y actividad mitésica.
El estroma es muy variable. Suele asociarse a un componente intraductal de
variable extension con o sin comedonecrosis. Cuando mas del 50% de las
células neoplédsicas son bizarras, gigantes, fusiformes o con diferenciacion
escamosa se denominan pleomorficos y se asocian a un prondéstico ominoso
(148). Raramente se observan células gigantes multinucleadas de tipo
histiocitario asociadas a un carcinoma ductal infiltrante convencional, sin
repercusion prondstica y mucho mas excepcional es la presencia de areas de

coriocarcinoma (43).

El tipo histolégico especial mas importante es el carcinoma tubular y sus
variantes. La caracteristica morfoldégica que lo identifica son los tubulos de
contornos angulados, revestidos por células con nucleos regulares, pequefios y
de cromatina fina que deben estar presentes al menos en el 90% del tumor. El
10% restante puede corresponder a un carcinoma sin otras especificaciones
siempre que el grado citoldgico de sus células sea bajo. Representan el 2% de
todos los carcinomas mamarios invasores y hasta el 7% en las series de
tumores menores de 1 cm. Las metastasis son infrecuentes y no empeoran el
pronéstico (39). Las alteraciones genéticas son escasas y afectan a locus
distintos a los habitualmente alterados en el cancer mamario usual, lo que

sugiere gue es un tipo genéticamente distinto (43).

El carcinoma cribiforme supone entre el 0,8 y 3,5% de los carcinomas
mamarios y se caracteriza histologicamente por la presencia de nidos tumorales
constituidos por estructuras tubulares adosadas, sin estroma interpuesto y
revestidas por células de bajo grado citolégico (44). Incluso en casos con
afectacion ganglionar axilar (14%), no se afecta adversamente la supervivencia
de las pacientes a los 10 afios (90-100%) (43).
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El carcinoma mucinoso o coloide muestra caracteristicamente lagos
extracelulares de mucina en los que flotan agregados de células neoplasicas
con grado citologico bajo, en al menos el 90% del tumor (53). Representan el
2% de todos los carcinomas mamarios y la mayor parte son puros, con
excelente prondstico y baja probabilidad de metéstasis (3-15%) (39). Cuando
existen areas de carcinoma invasor no especial, las metastasis aumentan a un

33-46% y la supervivencia disminuye considerablemente.

El carcinoma adenoide quistico representa el 0,1% de los carcinomas
mamarios. Muestra una histologia similar al de las glandulas salivares y tiene

bajo potencial agresivo, siendo las metastasis axilares excepcionales (43).

El carcinoma secretor es un tumor con arquitectura sdlida, tubular y
microquistica cuyas células secretan material lacteo. Mas del 30% de las
pacientes son menores de 20 afios y el 60%, menores de 30 afos; de ahi el
sinénimo de carcinoma juvenil.

El prondstico es favorable en nifias y adolescentes y algo peor en adultos, pero
el riesgo de metéastasis es similar (15%) (43).

El carcinoma lobulillar infiltrante es un tumor con dificultad diagndstica por
criterios morfologicos puros. Ello determina su gran variabilidad en la incidencia
(1-20%) y desigual pronéstico en las grandes series. Las caracteristicas
histol6gicas que definen este tipo histolégico son: un modo caracteristico de
infiltracion (hileras o “filas indias®), células regulares, pequefias y de bajo grado
nuclear y baja densidad celular (44, 53, 137).

Frecuentemente sobreexpresa la proteina ciclina D1 (122). Sus variantes
alveolar y solida muestran el mismo tipo de células pero carecen del patrén
infiltrativo. Por el contrario, la variante pleomoérfica exhibe un patron infiltrativo
caracteristico y células con alto grado nuclear y actividad mitosica (43). Se ha
demostrado un excelente prondstico en el carcinoma lobulillar infiltrante clasico
en comparacion con sus variantes, especialmente con la pleomoérfica, cuya baja
supervivencia y alta tasa de recurrencias la definen como un tumor de mal

pronéstico (50).
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Un tipo especial de carcinoma mamario invasor es el carcinoma medular, el
cual a pesar de tener caracteristicas histologicas muy definidas (53), es
frecuentemente  sobrediagnosticado 'y  presenta alta  discordancia
interobservadores (135), por lo que su valor prondstico esta aun por definir.

La rentabilidad prondstica de esta metodologia es pues limitada, aunque Util, ya
que los tipos histologicos especiales del cancer mamario invasor con buen
prondstico suponen un porcentaje bajo de casos que en conjunto no superan el
30%.

El carcinoma micropapilar supone menos del 2% de los carcinomas mamarios
y aunque suele presentar invasion vascular y metastasis ganglionar en el
diagnéstico, estos factores desfavorables no parecen influir en la supervivencia
(43).

Se han descrito ademas de los considerados anteriormente, varios tipos de
carcinomas mamarios con peculiaridades histolégicas (oncocitico, apocrino,
neuroendocrino, acinar, rico en glucogeno, rico en lipidos, etc.) cuyo prondstico,
0 no esté bien establecido debido al escaso numero de casos, o0 es similar al del
carcinoma ductal NOS.

La rentabilidad prondstica de esta metodologia es pues limitada, aunque Uutil, ya
que los tipos histologicos especiales del cancer mamario invasor con buen
prondstico suponen un porcentaje bajo de casos que en conjunto no superan el
30%.

b. Grado histologico combinado

Es el resultado final de los intentos de mejorar la clasificacién prondstica iniciada
por GREENOUCH en 1925 durante varias décadas (19,20,26,45,51,77,181).
Algunos autores han apoyado la clasificacion prondstica de los carcinomas
mamarios en criterios morfolégicos exclusivamente nucleares (19,77,51) que no
ha aportado resultados completamente satisfactorios. En 1973 se planifica el
Nottingham / Tenovus Primary Breast Cancer Study a fin de establecer de una
manera estandarizada, el potencial prondstico de una serie de caracteristicas
morfolégicas en el cancer de mama, utilizando un protocolo de fijacién vy

muestreo de la pieza quirargica de tumorectomia o de mastectomia con
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diseccion ganglionar axilar y seguimiento clinico a largo plazo, de un numero
importante de pacientes con carcinoma de mama operable.

El resultado de este estudio se concreta en el grado histolégico combinado,
basado en la valoracion semicuantitativa de tres parametros histologicos:
diferenciacion tubular del tumor, morfologia nuclear y contaje de mitosis (45).
Cuando se analizan cada uno de estos pardmetros por separado se obtiene un
valor predictivo diferente, observandose que el mejor indicador de buen
pronéstico es la formacion de tubulos bien definidos, mientras que un alto
contaje de mitosis ha sido el mejor indicador de una mala evolucion (124). El
indice mitésico (numero de mitosis contadas en 10 campos microscépicos de
gran aumento) es el mejor predictor de supervivencia en pacientes con cancer
de mamay ganglios axilares metastaticos y libres de tumor (12,13,167,168). Su
alta reproducibilidad esta fundamentada en el seguimiento de estrictos criterios
para reconocer las mitosis y las &reas en las que el tumor debe ser estudiado
(45). El cuidadoso recuento de mitosis en relacion a un porcentaje establecido
de células tumorales muestra una estrecha correlacion con la proliferacion
celular (149,179).

El grado histolégico combinado, adecuadamente protocolizado, refuerza el
consenso inter e intraobservadores y minimiza la discrepancia en parametros
aislados, sin alterar el grado histolégico final, lo que incrementa su utilidad
clinica (33). En contraste con otros sistemas de categorizacion que incluyen casi
dos tercios de los casos como carcinomas escasamente diferenciados, este
sistema  discrimina los casos en grupos mas homogéneos (150). Los
carcinomas mamarios poco diferenciados presentan altas tasas de metastasis
axilares y baja supervivencia, independientemente del estatus ganglionar y del
tamafo tumoral (53,114).

Varios autores sostienen que el grado histolégico combinado no debe excluir la
tipificacion histoldgica, extremadamente Gtil para separar los casos de excelente
pronéstico (26,123,124).

Actualmente, la mamografia detecta carcinomas mamarios de muy pequefio
tamanfo, por lo que el grado histoldgico combinado proporciona una informacion
predictiva muy valiosa que aflade un beneficio adicional al diagndéstico precoz

del tumor sin comprometer el espécimen con vistas a otras pruebas pronosticas.
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Complementando el grado histologico combinado con el tamafio tumoral
(medido en la pieza quirdrgica) y estatus ganglionar se obtiene el indice
pronéstico de Nottingham (NPI), altamente reproducible y de comprobado valor
predictivo en cuanto a la supervivencia y tasas de recurrencia (78,158). Este
indice mejora el valor predictivo del grado histolégico combinado. Sin embargo
algunos autores encuentran tasas de supervivencia similares en el grupo de
pacientes con ganglios metastaticos y en el que no estan afectados (12). La
combinacion del indice de actividad mitdsica, tamafio tumoral y estatus
ganglionar configura el indice morfométrico pronédstico (IMP), cuya relacion
inversa con la supervivencia ha quedado demostrada (167).

¢. Tamariio tumovral vy estatus ganglionar

El tamafio tumoral y el estatus de los ganglios axilares son factores pronosticos
estrechamente correlacionados e independientes (12,105,141). La discrepancia
entre la medida macroscopica y la obtenida sobre el componente invasor en el
corte histolégico suele ser frecuente por lo que la medicién microscopica es de
mayor fiabilidad prondstica (28,53). Las pacientes con tumores de tamafio
inferior a 2 cm tienen supervivencias a los 5 afios del 75-90%, mientras que con
tumores superiores a los 5 cm esta tasa baja a los 44-70%. Estos resultados son
similares independientemente de que los ganglios estén afectados o no (1). Las
pacientes con tumores de 1 cm 0 menos tienen tasas de supervivencia e
intervalo libre de enfermedad similares a las encontradas en los tipos
histolégicos especiales de buen prondstico (137,141).

La supervivencia a los 5 afios de pacientes sin metastasis axilar histolégica es
del 67-85%. Esta tasa declina progresivamente con el nimero de ganglios
afectados (53), aproximandose al 30% cuando estan metastatizados 10 ganglios
axilares (175). Por ello aproximadamente el 25-30% de las pacientes que
presentan carcinoma limitado a la mama pueden sucumbir por la enfermedad en
comparacion del 50-75% de las que padecen ademas metastasis en los
ganglios axilares (9). Las micrometastasis (focos tumorales < 2 mm.) estan
presentes en el 9-13% de los ganglios axilares inicialmente considerados como
negativos (53). Los falsos negativos aumentan hasta un 20% cuando se utiliza

inmunohistoquimica (5).
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No existe consenso sobre la influencia de las micrometastasis sobre el
pronadstico (30,37).

El estudio histolégico del ganglio centinela axilar es un predictor sensible y
especifico del estatus ganglionar axilar (4). Sin embargo la tasa de falsos
negativos alcanza el 25% en estudio intraoperatorio y hasta el 28,6% con
métodos rutinarios (53). La inmunohistoquimica demuestra micrometéstasis en
el 10-20% de los ganglios centinelas, inicialmente considerados negativos con
las técnicas de rutina (5). No obstante, este hecho influencia negativamente el

pronoéstico de forma poco significativa (106).

d. Invasion linfatica, vascular y perineural

La invasion linfatica es un factor predictivo importante e independiente de
metastasis en pacientes sin afectacion ganglionar (28,35). La reproducibilidad
interobservadores de este hallazgo es baja (68) debido a la confusion del vaso
linfatico con artefactos de retraccion de la técnica histolégica y la dificil
identificacion del mismo con técnicas histologicas de rutina (43).

La incidencia de invasion vascular oscila entre el 5y el 50% por lo que a pesar
de ser considerado como un factor de mal pronostico, no ha podido ser

evaluado objetivamente (43).

e. Necrosis e infiltrados inflamatorios intratumorales y estroma tumoral
La necrosis intratumoral es un factor de mal prondstico (68). La influencia
prondstica de los infiltrados inflamatorios intratumorales y de las caracteristicas
estromales es controvertida (43,154).

J. Extension del componente tumoral intraductal
Es un factor prondstico de recurrencia local cuando se desconoce la afectacion

0 no de los margenes de reseccion (43). Su valor predictivo en cuanto al riesgo
de metéstasis y supervivencia no esta claramente establecido (53).
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4. Factores con expresion inmunohistoquimica

El desarrollo de las técnicas inmunohistoquimicas ha permitido poner de
manifiesto determinados factores que han podido ser cuantificados por métodos
morfolégicos, ya que se expresan sobre el corte histolégico, en el que se

mantiene la arquitectura y las caracteristicas morfologicas de la lesion.

La determinacion de receptores hormonales (estrogenos y progesterona)
en las células tumorales mamarias es un método valorativo del grado de
diferenciacion tumoral (52,83,117) pero su valor prondstico no ha sido
satisfactorio. En pacientes con ganglios axilares no afectos por el tumor y
expresion de estos receptores, el grado de recurrencia es solamente un 8-10%
menor que en los pacientes que no los expresan (117) y el intervalo libre de
enfermedad a largo plazo es similar en ambos grupos (83). Otros sostienen que
la expresion de receptores estrogénicos se relaciona con la supervivencia pero
no con el intervalo libre de enfermedad (6). No obstante la determinacion de
estos receptores es Util desde el punto de vista terapéutico ya que las pacientes
que los expresan responden mejor al tratamiento con Tamoxifeno u otras
formas de modulacion hormonal que las que no los expresan (6,76,159). La
positividad se expresa por el porcentaje de células tumorales con tincidn nuclear
combinado con la intensidad de la tincion (102), existiendo una relacion directa
entre el porcentaje de positividad, grado histoldgico y respuesta terapeutica.
Los receptores de progesterona son expresados por el 55-65% de los
carcinomas mamarios y por 2/3 de los que muestran receptores estrogénicos
positivos (6).

Solamente un 5% de los carcinomas mamarios expresan receptores de
progesterona positivos y receptores de estrogenos negativos. Algunos atribuyen
a los receptores de progesterona mejor valor pronostico sobre el intervalo libre

de enfermedad que los receptores estrogénicos (101).

La expresion del factor de proliferacion celular (Ki 67), tiene valor predictivo
independiente cuando esta presente en altos niveles (143). Es un antigeno
nuclear que esta presente en todas las fases del ciclo celular excepto en la GOy
fase inicial de la G1 y su expresion se correlaciona con otros indicadores de la
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proliferacion celular (timidina marcada, fraccion de la fase S y contaje mitdsico).
Su expresion es muy heterogénea (32).

La sobreexpresion y / o amplificacion del protooncogen HER-2, situado en el
brazo largo del cromosoma 17 e implicado en la regulaciéon de receptores de
factores de crecimiento, se manifiesta inmunohistoquimicamente por Ila
sobreexpresion de la proteina c-erb2 (neu). El método inmunohistoquimico es
muy especifico cuando es negativo (tincibn de membrana negativa, positiva en
menos del 10% de las células tumorales o positiva débil o parcial en mas del
10% de las células neoplasicas) o fuertemente positivo (tincion de membrana
intensa y completa en mas del 10% de las células tumorales). En este ultimo
caso tiene valor predictivo, relacionandose con alto grado histolégico, baja
supervivencia y mala respuesta al tratamiento hormonal y quimioterapico
convencional (5,160). Asimismo, la sobreexpresion de c-erb2 posibilita el
bloqueo del dominio extracelular del receptor de membrana con ciertas drogas
de nuevo disefio (Transtuzumab) con buen efecto terapéutico en pacientes con
metéstasis (176). Los casos con positividad intermedia (tincibn de membrana
completa, de leve o moderada intensidad) se correlacionan mal con los
resultados terapéuticos por lo que es preferible valorarlos mediante hibridacion
in situ fluorescente (FISH) (134). Ni la amplificacion (n° incrementado de copias
del gen) ni la sobreexpresion de c-erb2 indican la activacion de la proteina que
es la forma funcionalmente activa del receptor. Por ello los anticuerpos utilizados
no discriminan entre formas activas e inactivas de erb-2 (53). El estudio
simultaneo de la expresion de c-erb2 y los parametros que constituyen el grado
histolégico combinado revela una relacion directa entre el nimero de copias del
gen y el grado histologico final, pero pierde su valor prondéstico en el analisis de
regresion, siendo absorbido por el grado histologico (163).

La sobreexpresion de p53 se produce en el 25% de los carcinomas mamarios
debido a la mutacion del gen supresor TP53, lo que induce un acumulo de
proteina inactiva y estable en las células neoplasicas (47). Sin embargo, en el
20% de los casos la mutaciéon no produce una proteina estable y por ello no es
detectada por inmunohistoquimica. Aunque se ha asociado la alteracion de p53

con un prondstico malo, no hay consenso sobre el significado de su
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sobreexpresién inmunohistoquimica en cuanto a la supervivencia, establecida
por otros métodos (secuenciacion del DNA) (53).

La participacion de p53 en procesos tan importantes como el control del ciclo
celular, la reparacion del ADN y la apoptosis, sugieren que mutaciones
puntuales en determinadas localizaciones del gen estdn més relacionadas con
un prondstico adverso que otras (98,182,184). Se ha demostrado la relacion de
p53 con BRCAL1 en el cancer de mama hereditario (151) y mutaciones de p53 en
las lineas germinales de pacientes con Sindrome de Li-Fraumeni, un sindrome
con alta incidencia de cancer mamario (43). Su valoracion se establece en

términos de positividad o negatividad.

La sobreexpresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
se asocia a la ausencia de receptores estrogénicos Yy escasa respuesta al
Tamoxifeno, pero su relacién con la supervivencia no esté establecida (53).

El bcl2 es un marcador de buen prondstico, asociado a la expresion de
receptores estrogénicos y a una buena respuesta al Tamoxifeno, (175). Su
expresion no tiene valor predictivo sobre la supervivencia en pacientes con
ganglios axilares negativos, pero su negatividad en pacientes con ganglios

axilares afectados empeora el prondstico (82).

pS2 es una proteina citoplasmética que se expresa Unicamente después de la
estimulacién estrogénica y que actia como un factor de crecimiento. Ademas de
ser predictor en la respuesta al tratamiento hormonal, su expresion esta

relacionada con mejor prondstico (43).

La sobreexpresion de catepsina D se ha relacionado con caracteristicas
clinico— patolégicas de mal prondstico, pero su valor como factor prondstico
independiente en pacientes sin afectacion ganglionar axilar es controvertido
(53).

La proteina ciclina D1 aparece sobreexpresada en el 80% de los carcinomas

lobulillares pero no siempre se acompafna de amplificacion del gen (122).
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J. Angiogénesis

Ha sido demostrado experimentalmente que el crecimiento tumoral in vitro e in
vivo es dependiente de la angiogénesis (54,55). En bastantes tumores malignos
estan establecidas dos fases bien definidas: la fase prevascular, de afios de
duracion, esta relacionada con crecimiento tumoral y potencial metastatico
limitados. La fase vascular, iniciada con la angiogénesis, queda determinada por
un crecimiento tumoral rapido no acompafado necesariamente de un potencial
metastatico elevado. Sin embargo, la puesta en marcha del mecanismo invasor
y metastatico necesita imprescindiblemente de la  angiogénesis
(8,71,88,170,177,178).

La ausencia de células neoplasicas sanguineas es la norma si no se ha
producido angiogénesis previa. El aumento de vasos neoformados favorece la
incorporacion de células neoplasicas al torrente sanguineo gracias al aumento
de la masa tumoral y a las caracteristicas fenestradas de los mismos (71), por lo
que el éxito de la metastasis depende, al menos en parte, del nimero absoluto
de células neoplasicas circulantes (60,110). También es importante la capacidad
angiogénica de las células tumorales circulantes en el proceso metastatico. Esta
caracteristica esta distribuida de forma heterogénea en la masa tumoral por lo
qgue un clon de células tumorales con una alta tasa de células angiogénicas,
probablemente tenga mayor éxito metastatico en el 6rgano diana que un clon
con una tasa baja de células con esta propiedad. Igual que ocurre en el tumor
primario, la angiogénesis es un proceso imprescindible para estimular el
crecimiento del depdésito metastéatico en el érgano diana y su posterior proceso
de diseminacion (178).

La valoracion cuantitativa de la angiogénesis como factor predictivo de
metastasis se utilizé por primera vez en el melanoma cutaneo (153) y
posteriormente en otros 6rganos (61,142). La técnica inmunohistoquimica ha
facilitado la cuantificacion vascular mediante la utilizacion de marcadores
vasculares especificos e incluso ha permitido discriminar los vasos preexistentes
de los neoformados (91). Utilizando esta técnica se han determinado con
facilidad las areas tumorales con mayor densidad de vasos neoformados

21



(puntos calientes) (99,178). Numerosas evidencias sostienen que el carcinoma
mamario es un tumor dependiente de la angiogénesis (41,55,65,71,132,170). La
expresion de angiogénesis es precoz en el cancer mamario y detectable en el
estadio intraductal (79,140,185). La resonancia magnética con contraste
encuentra una relacion evidente entre incremento de densidad vascular y
aparicion de cancer mamario (49). Este aumento de densidad vascular se
comprueba histolégicamente alrededor de los conductos mamarios con
carcinoma intraductal en relacion a la existente alrededor de los conductos
normales (185). Asimismo se advierte mayor densidad angiogénica alrededor de
ductos con carcinoma intraductal de tipo comedocarcinoma, un fenotipo de
mayor agresividad biolégica que alrededor de conductos mamarios con
carcinoma intraductal habitual (185) y en los margenes infiltrativos del
carcinoma mamario (16,57,59,177,178). Se ha demostrado que el aumento de la
densidad microvascular es un indicador prondstico significativo independiente
del estatus ganglionar axilar (42,58,59, 65,80,115,170,177,178,180). Se observa
mayor densidad vascular intratumoral en pacientes con metastasis axilar que en
las que los ganglios no estan afectados (90). En carcinomas ductales poco
diferenciados la densidad microvascular elevada se relaciona con un numero de
ganglios axilares afectados superior a tres (99). Existe correlacion evidente entre
alta densidad microvascular media, tamafio tumoral, metastasis ganglionar axilar
(58,59) y supervivencia (80,81). Esta correlacién ha sido mas significativa que la
expresion de oncogenes en el cancer de mama masculino (61,143). Varios
autores encuentran una relacion directa entre la densidad vascular intratumoral
medida en los puntos calientes y el riesgo de metastasis ganglionar axilar en el
cancer mamario (121, 161,177,178). Estos hechos apoyan la validez de la
angiogénesis como factor prondéstico en el cancer de mama
(21,47,65,80,81,99,177,178,180). Otros autores sin embargo encuentran
relacion entre densidad microvascular y grado tumoral, pero no con otros
parametros clasicos ni con la supervivencia (169) y otros niegan la correlacion
entre densidad vascular intratumoral y los parametros clasicamente utilizados
(tamafio tumoral, grado histoldgico y estatus ganglionar)
(69,94,116,126,133,147).
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La evidente discrepancia sobre el valor pronostico de la angiogénesis en el
cancer mamario ha obligado a considerar cuales son las causas que puedan
motivarla.

La utilizacion por los autores de diferentes marcadores vasculares
inmunohistoquimicos en la sefalizacion de las areas de mayor densidad
microvascular es una posible causa de desacuerdo en los resultados (73). De
los diferentes marcadores vasculares utilizados, el antigeno CD31 es el mas
especifico y sensible (16,104,171).

Existen diferentes patrones angiogénicos y diferente expresion de antigenos
endoteliales dependiendo del tipo histolégico de cancer mamario (31,103). La
valoracion angiogénica sobre carcinomas histolégicamente heterogéneos puede
inducir variaciones falsas en los resultados.

Aungue la distribucion de las &reas calientes suele ser heterogénea en el
cancer mamario, algunos autores observan una mayor densidad de las mismas
en los margenes de crecimiento tumoral (16,57,58,178), mientras que otros las
sitian en las zonas centrales del tumor (9). Estos hechos condicionan una
sefializacion anérquica de las areas microvasculares a evaluar.

La subjetividad y variacion interobservadores en la eleccibn de las areas
calientes son factores importantes de discrepancia (21,113,126,133,147,178).
Otros autores apuntan a la extrema variabilidad intraindividual existente en el
coeficiente de variabilidad (63).

Las técnicas de valoracibn microscépica y morfométrica son factores
importantes que influyen en la discrepancia en los resultados. Algunos trabajos
establecen comparaciéon entre los resultados obtenidos por diversos métodos
evaluativos de las areas de mayor densidad microvascular y encuentran
diferencias significativas (177,36).

La estandarizaciébn de las técnicas de marcado y de contaje vascular, la
homogenizacion histolégica de carcinomas a estudiar y la estandarizacion de la
técnica evaluadora de las areas de mayor densidad microvascular, deben
conducir a una reproducibilidad aceptable de los resultados (36,115) que
establezca si la angiogénesis pueda ser incorporada como un factor prondstico

mas con valor predictivo en el cancer de mama (53).
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MATERIAL Y METODO

Hemos utilizado para el presente estudio 332 especimenes correspondientes a
biopsias con tru-cut, tumorectomias, cuadrantectomias, mastectomias (simples
o radicales) vy linfadenectomias axilares de 189 pacientes remitidas al
Departamento de Anatomia Patoldégica del Hospital Universitario Virgen
Macarena para su estudio entre los afios 1996 y 2004. Se han descartado los
casos con tumores multifocales, tipos histologicos diferentes al carcinoma ductal
infiltrante clasico o tumores mixtos, casos tratados previamente con radioterapia
0 quimioterapia, lesiones con mala expresividad antigénica y casos con estatus
ganglionar desconocido. Las piezas quirdrgicas, convenientemente
seccionadas, se han sometido a fijacion en una solucién acuosa tamponada de
formaldehido al 10% durante 24 horas. Una vez fijada, se ha medido el diametro
maximo tumoral macroscopico y se han obtenido secciones representativas de
la lesion que incluyen el borde infiltrativo del tumor. Las muestras seleccionadas
se han sometido a un proceso de inclusion en parafina en un procesador de
tejidos automatico durante 18 horas. De los bloques de parafina obtenidos se
han realizado cortes histolégicos de 3 micras de espesor montados sobre
portaobjetos, que tras el desparafinado se tifleron con el método de
Hematoxilina — Eosina. De cada caso se obtuvieron cortes histoldgicos
adicionales que se montaron sobre portas cargados eléctricamente para la
determinacién inmunohistoquimica de antigenos, utilizando el anticuerpo
correspondiente frente a CD 31 (monoclonal, dilucién 1:50). En 165 casos se
realiz6 ademas dicha determinacién inmunohistoquimica frente a los antigenos,
p53 (monoclonal, no diluido), c-erb2 (monoclonal, no diluido) (Concepta
Byosistems S.A., Barcelona) y antireceptores estrogénicos (dilucion 1:40)
(Novocastra Lab. Ltd. U.K.) en un procesador automatico VENTANA ES
(Ventana Medial Systems, Tucson, Arizona, USA), empleando el conjunto de
detecciéon Ventana Enhanced DAD, que incluye los siguientes componentes:
Solucion inhibidora de perdxido de hidrogeno, anticuerpo biotinilado antiratén,
soluciébn de peroxido de hidrogeno, DAD, solucion de sulfato de cobre,
hematoxilina y fondo azuleante. El desenmascaramiento antigénico se ha

realizado mediante tampon citrato a PH 6, en olla a presion durante 4 minutos.
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El estudio microscopico se ha realizado en un microscopio binocular Olimpus BX
40 (Tokio, Japon). Sobre los cortes histoldgicos tefiidos con Hematoxilina Eosina
se ha establecido en cada caso el grado histolégico combinado de Nottingham
(45). Asimismo se han correlacionado entre si tamafio tumoral, grado histolégico
y sus componentes (formacion de tubulos, grado nuclear e indice mitésico),
estatus ganglionar axilar y niumero de ganglios afectados.

La valoracion de la densidad microvascular tumoral se ha realizado, tanto en el
grupo testigo como en cada uno de los 189 pacientes en dos fases:

|. Identificacion de las areas de mayor densidad vascular (puntos calientes)
mediante observacién microscopica a 100 x (objetivo de 10 x y oculares
de 10 x).

[I. Recuento vascular. Este se ha realizado en cada caso a 200 x en un
campo microscopico de 0,916 mmz2, a 400 x en un campo mMicroscopico
de 0,229 mm?2 y en tres campos microscopicos idénticos en puntos
calientes diferentes, con cada uno de los aumentos referidos. Asimismo
se ha obtenido la densidad media vascular del recuento obtenido con

esta Ultima sistematica con cada uno de los aumentos utilizados.

Se ha establecido un estudio comparativo entre las densidades vasculares (total
y media), obtenidas mediante los seis métodos de recuento vascular utilizados,
a fin de obtener el de mayor sensibilidad y especificidad.

Los valores obtenidos por el procedimiento mas idoneo se han correlacionado
con el tamafo tumoral, grado de diferenciacion tubular, grado nuclear, indice
mitosico, grado histolégico, estatus ganglionar, niumero de ganglios afectados y
en 165 casos ademas con la positividad o negatividad de las células tumorales
frente a receptores estrogénicos, p53 y c-erb2. La determinacién de receptores
estrogénicos se ha realizado valorando el porcentaje de células tumorales
tefiidas y la intensidad de la tincion (102). La expresion de p53 en las células
tumorales se ha reflejado en resultado positivo 0 negativo. La expresion de c-
erb2 se ha considerado positiva cuando se ha apreciado tincion completa de la
membrana en mas del 10% de las células tumorales. Cuando la intensidad de
la tincidn ha sido leve o moderada la positividad se ha catalogado como débil y

cuando dicha tincién ha sido fuerte, como intensa (134).
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El andlisis estadistico se ha realizado con el programa SPSS version 12.0 para
Windows. Los métodos utilizados han sido:
I. En el caso de analisis de variables cualitativas o cuantitativas agrupadas
en intervalos, se han calculado las Tablas de Contingencia u
Homogeneidad con el Test de la Chi-cuadrado o en el caso de Tablas 2
X 2, con la correccion de continuidad.
II. En el caso de comparacion de variables cuantitativas segun los grupos
que establece una variable cualitativa, hemos utilizado el Andlisis de la
Varianza (ANOVA) y en el supuesto de obtener diferencias significativas

hemos utilizado el Test de Comparaciones Multiples de Bonferroni.

RESULTADOS

Edad:
La edad de las pacientes presenta un rango entre 32 y 85 afos (edad media de
58,49 afios). La incidencia mayor se encuentra en la década de los 50 (55

casos) (29,10%). Estos datos se reflejan en el grafico 1.
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Lateralidad:
La afectacion de la mama izquierda (104 casos) (55,03%) es ligeramente

superior a la de la derecha (85 casos) (44,97%).

Tamafio tumoral (TT):

El tamafio tumoral (en adelante TT) oscilé entre 0,50 cm. y 13 cm. (tamafio
tumoral medio (en adelante TTM) 2,65 cm.). En 7 casos (3,70%), el TT ha sido
inferior a 1 cm. El grupo mas numeroso corresponde a las lesiones de tamafio
comprendido entre 1 y 2 cm. (87 casos) (46,03%), siendo casi equiparables los
grupos de lesiones de tamafio comprendido entre los 2 y 3 cm. y los mayores de
3 cm. (49 y 46 casos respectivamente). Estos datos quedan reflejados en el

gréfico 2.

Caracteristicas histolégicas de los tumores estudiados:

En los 189 carcinomas ductales infiltrantes estudiados se han valorado, desde el
punto de vista histoldgico, el grado de formacion tubular (en adelante FT), el
grado nuclear (en adelante GN) y el indice mitdsico (en adelante IM).

20 casos (10,58%) mostraron buena diferenciacion tubular (en adelante FT1), 44
(23,28%) moderada (en adelante FT2) y 125 (66,14 %) escasa o nula (en
adelante FT3).

41 tumores (21,69%) mostraron grado nuclear bajo (en adelante GN1), 103
(54,50%) moderado (en adelante GN2) y 45 (23,81 %) alto (en adelante GN3).
95 casos (50,26%) mostraron baja actividad mitdsica (en adelante IM1), 45
(23,81%) moderada (en adelante IM2) y 49 (25,93%) alta (en adelante IM3).

Estos resultados quedan reflejados en la tabla 1.

FT GN IM

FT1 20 (10,58%) GN1 41 (21,69%) IM1 95 (50,26%)

FT2 44 (23,28%) GN2 103 (54,50%) IM2 45 (23,81%)

FT3 125 (66,14%) GN3 45 (23,81%) IM3 49 (25,93%)
Total 189 Total 189 Total 189
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Tabla 1.- Caracteristicas histolégicas de los tumores

Tamafo tumoral (TT) y correlaciéon con la formacion tubular tumoral (FT):
De los 94 casos con TT hasta 2 cm. (49,74%), 13 (13,83%) mostraron FT1, 21
(22,34%) FT2 y 60 (63,83%) FT3.

De los 95 casos con TT superior a 2 cm. (50,26%), 7 (7,37%) mostraron FT1, 22
(23,16%) FT2 y 66 (69,47%) FT3.

El TTM obtenido en los 20 casos (10,58%) con FT1 fue de 2,12 £ 1,30 cm., 2,72
+ 2,08 cm. en los 43 casos (22,75%) con FT2 y 2,70 = 1,87 cm. en los 126
casos (66,67%) con FT3.

Estos resultados quedan reflejados en la tabla 2 y en el grafico 5.

TT (cm.) TTM (cm.) DT Total
0-2 >2
FT1 | 13(13,83%) 7 (7,37%) 2,12 1,30 20
FT2 |21 (22,34%) 22 (23,16%) 2,72 2,08 43
FT3 |60 (63,83%) 66 (69,47%) 2,70 1,87 126
Total 94 95 2,64 1,87 189

Tabla 2.- Correlacién entre TT, TTMy FT

Tamafio Tumoral (TT) y correlacion con el grado nuclear tumoral (GN):

De los 94 casos con TT hasta 2 cm., 25 (26,59%) mostraron GN1, 52 (55,32%)
GN2y 17 (18,09%) GNS3.

De los 95 casos con TT superior a 2 cm., 16 (16,84%) mostraron GN1, 51
(53,68%) GN2 y 28 (29,47%) GN3.

El TTM obtenido en los 41 casos con GT1 (21,69%) ha sido de 2,13 + 1,04
cm., en los 103 casos con GT2 (54,50%) 2,56 + 1,88 cm. y en los 45 casos con
GT3 (23,81%) 3,29 + 2,24 cm. Estos resultados quedan reflejados en la tabla 3 y
en el grafico 6.

TT (cm.) TTM (cm.) DT | Total
0-2 > 2
GN1 25 (26,59%) 16 (16,84%) 2,13 1,04 | 41
GN2 52 (55,32%) 51 (53,68%) 2,56 1,88 | 103
GN3 17 (18,09%) 28 (29,47%) 3,29 2,24 | 45
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Total | 94 | 95 264 | 187 189 |

Tabla 3.- Correlacion entre TT, TTMy GN

Tamafio Tumoral (TT) y correlaciéon con el indice mitésico tumoral (IM):

De los 94 casos con TT hasta 2 cm., 56 (59,57%) mostraron IM1, 19 (20,21%)
IM2 'y 19 (20,21%) IM3.

De los 95 casos con TT superior a los 2 cm., 39 (41,05%) mostraron IM1, 26
(27,37%) IM2 y 30 (31,58%) IM3.

El TTM obtenido en los 95 casos con IM1 (50,26%) fue de 2,14 £ 1,2 cm., en
los 45 casos con IM2 (23,81%) 3,17 £ 2,3 cm. y en los 49 casos con IM3
(25,93%) 3,13 + 2,23 cm. Estos resultados quedan reflejados en la tabla 4 y en

el grafico 7.
TT (cm.) TTM (cm.) DT | Total
0-2 > 2
IM1 56 (59,57%) | 39 (41,05%) 2,14 12 | 95
IM2 19 (20,21%) | 26 (27,37%) 3,17 23 | 45
IM3 19 (20,21%) | 30 (31,58%) 3,13 2,23 | 49
Total 94 95 2,64 1,87 | 189

Tabla 4.- Correlaciéon entre TT,TTM e IM

Grado Histolégico (GH):
De los 189 casos, 62 (32,80%) mostraron grado histolégico (en adelante GH) I,
72 (38,10%) GH Il 'y 55 (29,10%) GH llI (grafico 3).

Grado Histolégico (GH) y correlacion con el Tamafio Tumoral (TT):

De los 94 casos con TT hasta 2 cm., 39 (62,90%) mostraron GH [, 33 (45,83%)
GH Il y 22 (40%) GH III.

De los 95 tumores con TT superior a 2 cm., 23 (37,10%) mostraron GH |, 39
(54,17%) GH 1l y 33 (60%) GH III.

El TTM obtenido en los 62 casos con GH | (32,80%) ha sido de 1,97 + 0,95 cm.,
en los 72 casos con GH Il (38,09%) 2,79 £ 1,94 cm. y en los 55 casos con GH lli
(29,10%) 3,22 £ 2,31 cm. Estos resultados quedan reflejados en la tabla 5 y en

los graficos 8 y 9.
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TT (cms) TTM (cms) DT | Total
0-2 >2
GHI |39 (62,90%) 23 (37,10%) 1,97 cm. 0,95 | 62
GH Il |33 (45,83%) 39 (54,17%) 2,79 cm. 194 | 72
GH Il |22 (40%) 33 (60%) 3,22 cm. 231 | 55
Total 94 95 2,64 1,87 | 189

Tabla 5.- Correlacién entre TTy GH

Grado Histolégico (GH) y correlacion con la formacion tubular tumoral
(FT):

De los 62 tumores con GH I, 20 (32,25%) mostraron FT1, 17 (27,42%) FT2 y 25
(40,32%) FT3).

De los 72 tumores con GH Il, ninguno (0%) mostré FT1, 22 (30,56%) FT2 y 50
(69,44%) FT3.

De los 55 tumores con GH lll, ninguno (0%) mostré FT1, 4 (7,27%) FT2 y 51
(92,73%) FT3.

Estos resultados quedan reflejados en la tabla 6 y en el grafico 10.

GH I GH I GH III Total
FT1 | 20(32,25%) 0 (0%) 0 (0%) 20
FT2 | 17(27,42%) | 22 (30,56%) | 4 (7,27%) | 44
FF3 | 25(40,32%) | 50 (69,44%) | 51 (92,73%) | 125
Total 62 72 55 189

Tabla 6.- Correlacién entre GHy FT

Grado Histolégico (GH ) y correlacion con el grado nuclear tumoral (GN):
De los 62 tumores con GH I, 38 (61,29%) mostraron GN1, 24 (38,70%) GN2 y
ninguno (0%) GN3.

De los 72 tumores con GH I, 3 (4,17%) mostraron GN1, 58 (80,56%) GN2 y 11
(15,28%) GN3.

De los 55 tumores con GH IlI, ninguno (0%) mostré GN1, 21 (38,18%) GN2 y 34
(61,81%).

Estos resultados quedan reflejados en la tabla 7 y en el grafico 11.

GHI

GHII

| GHIII

| Total |
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GN1 | 38(61,29%) | 3(4,17%) 0 (0%) 41
GN2 | 24(38,71%) | 58 (80,56%) | 21 (38,18%) | 102
GN3 0 (0%) 11 (15,28%) | 34 (61,81%) | 46
Total 62 72 55 189

Tabla 7.- Correlacion entre GHy GN

Grado Histoldgico (GH) y correlacién con el indice mitésico tumoral (IM):
De los 62 tumores con GH I, 61 (98,39%) mostraron IM1, 1 (1,61%) IM2 vy
ninguno (0%) mostro IM3.

De los 72 tumores con GH II, 34 (47,22%) mostraron IM1, 36 (50%) IM2 y 2
(2,78%) mostraron IM3.De los 55 tumores con GH I, ninguno mostré IM1 (0%) ,
8 (14,55%) IM2 y 47 (85,45%) IM3.

Estos resultados quedan reflejados en la tabla 8 y en el grafico 12.

GH I GHII GH Il Total
IM1 | 61(98,39%) | 34 (47,22%) 0 (0%) 95
IM2 1 (1,61%) 36 (50%) 8 (14,55%) | 47
IM3 0 (0%) 2(2,78%) | 47 (85,45%) | 47

Total 62 72 55 189

Tabla 8.- Correlacion entre GH e IM

Estatus ganglionar axilar (EG):

De los 189 pacientes estudiados, 95 (50,26%) mostraron ganglios axilares sin
metastasis (en adelante G ( - )), mientras que los 94 (49,74%) restantes
presentaron metatasis (en adelante G ( + )). De estos 94 pacientes, 46
(24,34%) mostraron menos de 4 G ( +) y 48 (25,40%) presentaron mas de 4 G
(+) (grafico 4).

Estatus Ganglionar Axilar (EG) y correlacién con Tamafo Tumoral (TT):
De los 94 casos con TT hasta 2 cm., 57 (60,64%) mostraron G ( - ) y 37 (39,36
%) G (+).

De los 95 casos con TT superior a 2 cm., 38 (40%) mostraron G (- )y 57 (60%)
G(+).

El TTM obtenido en los 95 casos con G (-) hasidode 2,13+ 1,18 cm.yel TTM
obtenido en los 94 casos con G ( +) ha sido de 3,16 £ 2,19 cm.
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De los 37 casos con G (+)y TT hasta 2 cm., 21 (22,34%) mostraron menos de
4G (+)y1l6casos (17,02%) masde 4 G (+).

De los 57 casos con G ( + )y TT superior a 2 cm., 25 (26,32%) mostraron
menos de 4 G (+)y 32 (33,68%) mas de 4 G ( +).

El TMT obtenido en los casos con menosde 4 G (+) hasido de 2,74 + 1,79
cm., frente a los 3,55 + 2,59 cm. obtenidos en las pacientes con mas de 4 G

(+). Lastablas 9y 10y los graficos 13 y 14 reflejan estos resultados.

TT (cm.) TTM (cm.) | DT |Total
EG 0-2cm. >2cm.
G(-) 57 (60,64%) 38 (40%) 2,13 1,18| 95
G(+) 37(39,36%) 57 (60%) 3,16 219| 94
Total 94 95 2,64 1,87 | 189

Tabla 9.- Correlacién entre EG (1), TTy TTM

TT (cm.) TTM (cm.) DT Total
EG 0-2cm. >2cm.

G(-) 57 (60,64%) 38 (40%) 2,13 1,18 95
G(+)<4 | 21(22,34%) | 25 (26,32%) 2,74 1,79 46
G(+)>4 | 16 (17,02%) | 32 (33,68%) 3,55 2,59 48

Total 94 95 2,64 1,87 189

Tabla 10.- Correlacion entre EG (2), TTy TTM

Estatus ganglionar axilar (EG) y correlacion con la formacion tubular
tumoral (FT):

De los 95 casos con G ( -), 14 (14,73%) mostraron FT1, 23 (24,21%) FT2 y 58
(61,05%) FT3.

De los 94 casos con G ( + ), 6 (6,38%) mostraron FT1, 21(22,34%) FT2 y 67
(71,27%) FT3.

De los 46 casos con menos de 4 G ( + ), 5 (10,87%) mostraron FT1, 13
(28,27%) FT2 y 28 (60,86%) FT3. De los 48 casos conmasde 4 G (+), 1
(2,08%) mostrd FT1, 8 (16,67%) FT2 y 39 (81,25%) FT3.

Estos resultados quedan reflejados en las tablas 11y 12 y en el grafico 15.
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G(-) G(+) Total
FT1 14 (14,73%) 6 (6,38%) 20
FT2 23 (24,21%) 21 (22,34%) 44
FT3 58 (61,05%) 67 (71,28%) 125
Total 95 94 189

Tabla 11.- Correlacién entre EG (1) y FT

EG
G(-) G(+)<4 G(+)<4 Total
FT1 14 (14,73%) 5 (10,86%) 1 (2,08%) 20
FT2 23 (24,21%) 13 (28,26%) 8 (16,67%) 44
FT3 58 (61,05%) 28 (60,87%) 39 (81,25%) 125
Total 95 46 48 189

Tabla 12.- Correlacién entre EG (2)y FT

Estatus ganglionar axilar (EG) y correlacion con el grado nuclear tumoral
(GN):

De los 95 casos con G ( -), 26 (27,37%), 55 (57,89%) GN2 y 14 (14,74%) GN3.
De los 94 casos con G ( +), 15 (15,95%) mostraron GN1, 48 (51,06%) GN2 y
31 (32,97%) GN3. De los 46 casos con menos de 4 G ( + ), 10 (21,74%)
mostraron GN1, 23 (50%) GN2 y 13 (28,26%) GN3. De los 48 casos con mas de
4 G (+),5(10,42%) mostraron GN1, 25 (52,08%) GN2 y 18 (37,50%) GN3.

Estos resultados quedan reflejados en las tablas 13y 14 y en el gréafico 16.

EG
G(-) G(+) Total
GN1 26 (27,36%) 15 (15,95%) 41
GN2 55 (57,89%) 48 (51,06%) 103
GN3 14 (14,74%) 31 (32,98%) 45
Total 95 94 189

Tabla 13.- Correlacién entre EG (1) y GN

EG
G(-) G(+)<4 G(+)<4 Total
GN1 | 26 (27,36%) 10 (21,74%) 5 (10,41%) 41
GN2 | 55 (57,89%) 23 (50%) 25 (52,08%) 103
GN3 | 14 (14,74%) 13 (28,26%) 18 (37,50%) 45
Total 95 46 48 189

Tabla 14.- Correlaciéon entre EG (2 )y GN
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Estatus ganglionar axilar (EG) y correlacion con el indice mitésico tumoral
(IM):

De los 95 casos con G ( - ), 57 (60%) mostraron IM1, 19 (20%) IM2 y 19 (20%)
IM3.

De los 94 casos con G ( + ), 38 (40,43%) mostraron IM1, 26 (27,65%) IM2 y 30
(31,92%) IM3. De los 46 casos con menos de 4 G ( +), 23 (50%) mostraron IM1,
11 (23,91%) IM2 y 12 (26,09%) IM3. De los 48 casos con mas de 4 G ( +), 15
(31,25%) mostraron IM1, 15 (31,25%) IM2 y 18 (37,5%) IM3.

Estos resultados quedan reflejados en las tablas 15y 16 y en el grafico 17.

EG
G(-) G(+) Total
IM1 57 (60%) 38 (40,43%) 95
IM2 19 (20%) 26 (27,66%) 45
IM3 19 (20%) 30 (31,91%) 49
Total 95 94 189

Tabla 15.- Correlacién entre EG (1) e IM

EG
G(-) G(+)<4 G(+)<4 Total
IM1 57 (60%) 23 (50%) 15 (31,25%) 41
IM2 19 (20%) 11 (23,91%) 15 (31,25%) 103
IM3 19 (20%) 12 (26,08%) 18 (37,50%) 45
Total 95 46 48 189

Tabla 16.- Correlacién entre EG (2) e IM

Estatus ganglionar axilar (EG) y correlacion con Grado Histologico (GH):
De los 95 pacientes con G ( - ), 42 casos (44,22%) mostraron GH [, 31 casos
(32,63%) GH Il y 22 casos (23,16%) GH llI.

De los 94 pacientes con G ( + ), 20 (21,28%) mostraron GH |, 41 (43,62%) GH Il
y 33 (35,11%) GH Ill. Los 46 pacientes con menos de 4 G ( +) presentaron GH |



en 16 casos (34,78%), GH Il en 17 casos (36,96%) y GH 1l en los 13 casos
restantes (28,26%). Los 48 casos con mas de 4 G ( + ) mostraron 4 con GH |
(8,33%), 24 (50%) con GH II, y 20 (41,66%) con GH llI.

Estos resultados quedan reflejados en las tablas 17 y 18 y en el gréafico 18.

EG
G(-) G(+) Total
GH | 42 (44,21%) 20 (21,28%) 62
GHI 31 (32,63%) 41 (43,61%) 72
GH Il 22 (23,16%) 33 (35,11%) 55
Total 95 94 189

Tabla 17.- Correlacién entre EG (1) y GH

EG
G(-) G(+)<4 G(+)<4 Total
GH I 42 (44,21%) 16 (34,78%) 4 (8,33%) 62
GHII 31 (32,63%) 17 (36,96%) 24 (50%) 72
GH Il |22 (23,16%) 13 (28,26%) 20 (41,67%) 55
Total 95 46 48 189

Tabla 18.- Correlacién entre EG (2)y GH

Expresion inmunohistoquimica de los casos estudiados:

De los 165 casos en los que pudo realizarse estudio inmunohistoquimico, 139
(84,24%) mostraron inmunopositividad frente a Receptores Estrogénicos (en
adelante RE (+)y 26 (15,75%) no (en adelante RE ( - ), 85 (51,52%) mostraron
inmunopositividad frente a p53 (en adelante p53 ( + ), y 80 (48,48%) no (en
adelante p53 ( - )), 57 (34,55%) expresaron inmunopositividad frente a c-erb2
( en adelante c-erb2 ( +)) y 108 (65,45%) no (en adelante c-erb2 ( -)).

Expresion inmunohistoquimica y estatus ganglionar axilar (EG):

En los 165 pacientes en los que pudo realizarse estudio inmunohistoquimico
valorable, 84 (50, 91%) mostraron G (-)y 81(49,09%) G ( +). En este ultimos
grupo , 38 (23,03%) tenian menos de 4 G ( +) y los 43 restantes (26,06%),
mas de 4 G ( +) (grafico 19).
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Expresion de Receptores Estrogénicos (RE) :
139 tumores (84,24%) mostraron RE ( +) en las células neoplasicas y 26 casos
(15,76%) no expresaron RE .

Expresion de Receptores Estrogénicos (RE) y correlacion con Tamafo
Tumoral (TT):

De los 80 casos con TT hasta 2 cm., 11 (13,75%) no expresaron RE y 69
(86,25%) si.

De los 85 casos con TT superior a 2 cm., 15 (17,65%) no expresaron RE y 70
(82,35%) si.

El TTM obtenido en los 26 casos con RE (- ) ha sido 3,14 + 2,48 cm. y el TTM
obtenido en los 139 casos con RE (+) 2,64 + 1,84 cm.

Estos resultados quedan reflejados en la tabla 19 y en el grafico 20.

TT (cm.) DT TTM (cm.) | Total
TT 0-2 >2
RE (-) 11 (13,75%) 15 (17,65%) 2,48 3,14 26
RE (+) 69 (86,25%) 70 (82,35%) 1,84 2,64 139
Total 80 85 1,95 2,72 165

Tabla 19.- Correlacion entre expresion de RE, TTy TTM

Expresion de Receptores Estrogénicos (RE) y correlacion con formacion
tubular tumoral (FT):

De los 19 tumores con FT1, ninguno mostrdé RE ( - ) y todos expresaron RE ( +)
(100%).

De los 37 tumores con FT2, 4 (10,81%) fueron RE (-)y 33 (89,19%) RE ( +).
De los 109 tumores con FT3, 22 (20,18%) fueron RE (-)y 87 (79,82%) RE ( +).

Estos resultados quedan reflejados en la tabla 20 y en el grafico 21.

FT1 FT2 FT3 Total
RE(-) |0(0%) 4(10,81%) |22 (20,18%) 26
RE (+) |19 (100%) [33(89,19%) |87 (79,82%) 139
Total 19 37 109 165

Tabla 20.- Correlacién entre expresiéon de REy FT
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Expresion de Receptores Estrogénicos (RE) y correlacion con grado
nuclear tumoral (GN):

De los 36 tumores con GN1, 1 (2,78% mostré RE (-)y 35 (97,22%) RE (+).

De los 92 tumores con GN2, 13 (14,13%) no expresaron RE y 79 (85,87%) si.
De los 37 tumores con GN3, 12 (32,43%) fueron RE (-) vy 25 (67,57%) RE ( +).

Estos resultados quedan reflejados en la tabla 21 y en el gréafico 22.

GN1 GN2 GN3 Total
RE(-) [1(2,78%) 13 (14,13%) |12 (32,43%) 26
RE (+) [35(97,22%) |79 (85,87%) |25 (67,57%) 139
Total 36 92 37 165

Tabla 21.- Correlacién entre expresion de REy GN

Expresion de Receptores Estrogénicos (RE) y correlacién con indice
mitdsico tumoral (IM):

De los 83 tumores con IM1, 7 (8,43%) mostraron RE (-)y 76 (91,57%) RE ( +).
De los 37 tumores con IM 2, 5 (13,51%) mostraron RE ( - ) y 32 (86,49%) RE
(+).

De los 45 tumores con IM3, 14 (31,11%) mostraron RE (- ) y 31 (68,89%) RE
(+).

Estos resultados quedan reflejados en la tabla 22 y en el gréafico 23.

IM1 IM2 IM3 Total

RE (-) 7 (8,43%) 5(13,51%) | 14 (31,11%) 26
RE(+) | 76(91,57%) | 32(86,49%) | 31 (68,89%) 139
Total 83 37 45 165

Tabla 22.- Correlacién entre expresion de RE e IM

Expresion de Receptores Estrogénicos (RE) y correlacion con Grado
Histologico (GH):

De los 55 casos con GH I, 2 (3,64%) no expresaron RE y 53 (96,36%) si.

De los 60 casos con GH I, 8 (13,33%) mostraron RE (-) y 52 (86,67%) RE ( +)
De los 50 casos con GH lll, 16 (32%) mostraron RE (- )y 34 (68%) RE ( +).
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Estos resultados quedan reflejados en la tabla 23 y en el grafico 24.

GH I GHII GHIll [Total
RE (-) 2 (3,64%) 8 (13,33%) | 16 (32%) 26
RE (+) | 53(96,36%) | 52 (86,67%) | 34 (68%) 139
Total 55 60 50 165

Tabla 23.- Correlacién entre expresién de REy GH

Expresion de Receptores Estrogénicos (RE) y correlacion con Estatus
Ganglionar Axilar (EG):

De los 84 casos con G (-), 11 (13,09%) mostraron RE (- ) y 73 (86,90%) RE
(+).

De los 81 casos con G ( + ), 14 (17,28%) mostraron RE ( - ) y 67 (82,72%) G
(+).

De los 38 casos con menos de 4 G ( + ), 2 (5,26%) mostraron RE (- ) y 36
(94,74%) RE ( +). De los 43 casos con mas de 4 G ( +), 12 (27,91%) mostraron
RE (-)y 31 (72,09%) RE ( +).

Estos resultados quedan reflejados en las tablas 24 y 25 y en el grafico 25.

EG
G(-) G(+) Total
RE (-) 11 (13,09%) 14 (17,28%) 26
RE (+) 73 (86,90%) 67 (82,72%) 139
Total 84 81 165

Tabla 24.- Correlacion entre expresion de REy EG (1)

EG
G(-) G(+)<4 G(+)>4 Total
RE (-) | 11 (13,09%) 2 (5,26%) 12 (27,91%) 26
RE (+) | 73(86,90%) 36 (94,74%) | 31 (72,09%) 139
Total 84 38 43 165

Tabla 25.- Correlacién entre expresion de REy EG (2)
Expresion de p53:

85 casos (51,52%) fueron p53 (+) y 80 (48,48%) p53 ( -).

Expresion de p53 y correlacion con Tamafio Tumoral (TT):
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De los 80 casos con TT hasta 2 cm., 35 (43,75%) no mostraron expresion de
p53y 45 (56,25%) si.

De los 85 casos con TT superior a 2 cm., 45 (52,94%) mostraron p53 ( - ) y 40
(47,06%) p53 (+).

Estos resultados quedan reflejados en la tabla 26 y en el grafico 26.

TT (cm.) TTM (cm.) DE | Total
0-2 >2
p53 (- ) | 35(43,75%) | 45 (52,94%) 2,9 2,09 | 80
p53 (+) | 45(56,25%) | 40 (47,06%) 2,55 1,81] 85
Total 80 85 2,72 1,95| 165

Tabla 26.- Correlacién entre expresion de p53y TT

Expresion de p53 y correlacion con formacién tubular tumoral (FT):

De los 19 casos con FT1, 11 (57,89%) no expresaron p53y 8 (42,11%) si.
De los 37 casos con FT2, 13 (35,14%) no expresaron p53 y 24 (64,86%) si.
De los 109 casos con FT3, 56 (51,38%) no expresaron p53 y 53 (48,62%) si.

Estos resultados quedan reflejados en la tabla 27 y en el grafico 27.

FT1 FT2 FT3 Total

p53(-) | 11(57,89%) | 13 (35,14%) | 56 (51,38%) | 80

P53 (+) | 8(42,11%) | 24 (64,86%) | 53 (48,62%) | 85
Total 19 37 109 165

Tabla 27.- Correlacién entre expresion de p53y FT

Expresion de p53 y correlacién con grado nuclear tumoral (GN):

De los 36 casos con GN1, 22 (61,11%) no expresaron p53 y 14 (38,89%) si.

De los 92 casos con GN2, 42 (45,65%) no expresaron p53 y 50 (54,35%) si.
De los 37 casos con GN3, 16 (43,24%) no expresaron p53 (-)y 21 (56,76%) si.

Estos resultados quedan reflejados en la tabla 28 y en el grafico 28.

GN1 GN2 GN3 Total

p53(-) 22 (61,11%) | 42 (45,65%) | 16 (43,24%) 80

p53 (+) 14 (38,89%) | 50 (54,35%) | 21 (56,76%) 85
Total 36 92 37 165
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Tabla 28.- Correlacién entre expresion de p53y GN

Expresion de p53 y correlacién con indice mitésico tumoral (IM):

De los 83 casos con IM1, 40 (48,19%) no expresaron p53y 43 (51,81%) si.
De los 37 casos con IM2, 16 (43,24%) no expresaron p53y 21 (56,76%) si.
De los 45 casos con IM3, 24 (53,33%) no expresaron p53y 21 (46,67%) si.

Estos resultados quedan reflejados en la tabla 29 y en el grafico 29.

IM1 IM2 IM3 Total
P53 (-) | 40 (48,19%) | 16 (43,24%) | 24 (53,33%) 80
p53 (+) | 43 (51,81%) | 21 (56,76%) | 21 (46,67%) 85
Total 83 37 45 165

Tabla 29.- Correlacién entre expresion de p53 e IM

Expresion de p53 y correlacion con Grado Histolégico (GH ):

De los 55 casos con GH I, 30 (54,55%) no expresaron p53 y 25 (45,45%) si.
De los 60 casos con GH I, 25 (41,67%) no expresaron p53y 35 (58,33%) si.
De los 50 casos con GH lll, 25 (50%) no expresaron p53 y 25 (50 %) si.

Estos resultados quedan reflejados en la tabla 30 y en el grafico 30.

GH I GH Il GH III Total
p53 (- ) | 30 (54,55%) | 25 (41,67%) | 25 (50%) 80
p53 (+) | 25(45,45%) | 35 (58,33%) | 25 (50%) 85
Total 55 60 50 165

Tabla 30.- Correlacion entre expresion de p53y GH

Expresion de p53 y correlacién con Estatus ganglionar axilar (EG):

De los 84 casos con G ( - ), 40 (47,62%) no expresaron p53 y 44 (52,38%) si.

De los 85 casos con G ( +), 40 (49,38%) no expresaron p53 y 41 (50,62%) si.
De los 38 casos con menos de 4 G ( + ), 18 (47,37%) no expresaron p53 y 20
(52,63%) si. De los 43 casos con mas de 4 G ( +), 22 (51,16%) no expresaron
p53y 21 (48,83%) si.

Estos resultados quedan reflejados en las tablas 31y 32 y en el grafico 31.
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EG
G(-) G(+) Total
p53(-) 40 (47,62%) 40 (49,38%) 80
p53 (+) 44 (52,38%) 41 (50,62%) 85
Total 84 81 165

Tabla 31.- Correlacién entre expresion de p53y EG (1)

EG
G(-) G(+)<4 G(+)>4 Total
p53(-) 40 (47,62%) 18 (47,37%) 22 (51,16%) 80
p53 (+) 44 (52,38%) 20 (52,63%) 21 (48,84%) 85
Total 84 38 43 165

Tabla 32.- Correlacién entre expresion de p53y EG (2)

Expresiéon de c-erb2:
57 casos (34,55%) han sido cerb2 ( +). De estos, 20 casos (35,09%) mostraron
una reaccioén inmunohistoquimica débil y 37 (64,92%) la mostraron fuerte. 108

casos (65,45%) no expresaron c-erb2.

Expresion de c-erb2y correlaciéon con Tamafio Tumoral (TT):

De los 80 casos con TT hasta 2 cm., 60 (75%) no expresaron c-erb2 y 20 (25%)
Si.

De los 85 casos con TT superior a 2 cm., 48 (56,47%) no expresaron c-erb2 y
37 (43,53%) si.

El TTM obtenido en los 108 casos cerb-2 (- ) ha sido 2,49 £+ 1,88 cm.y el TTM
obtenido en los 57 casos c-erb2 (+) 3,12 + 2,05 cm.

De los 20 casos c-erb2 (+) con TT hasta 2 cm., 7 (8,75%) mostraron expresion
débil (en adelante c-erb2 (1 +) y 13 (16,25%) mostraron expresion fuerte (en
adelante c-erb2 ( 2+ )). De los 37 tumores con c-erb2 ( + )y TT superior a 2
cm., 13 (15,29%) mostraron c-erb2 (1 +)y 24 (28,24%) c-erb2 ( 2+).

El TTM obtenido en los 20 casos con c-erb2 (1 + ) ha sido 2,99 £ 2,03 cm. y el
TTM obtenido en los 37 casos con c-erb2 (2 +) ha sido de 3,24 + - 2,19 cm.

Estos resultados quedan reflejados en las tablas 33y 34 y en el grafico 32.

TT (cm.) | TTM@em.) | DT | Total |
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0-2 >2
cerb2 (-) | 60 (75%) | 48 (56,47%) 2,49 1,88 108
cerb2 (+) | 20 (25%) | 37 (43,53%) 3,12 2,11 57

Total 80 85 2,72 1,95 165

Tabla 33.- Correlacién entre expresiéon de c-erb2 (1)y TT

TT (cm.) TTM (cm.) DT Total
0-2 > 2
cerb2 (-) 60 (75%) 48 (56,47%) 2,49 cm. 1,88 108
cerb2 (1+) 7 (8,75%) 13 (15,29%) 2,99 cm. 2,03 20
cerb2 (2+) |13 (16,25%) | 24 (28,24%) 3,24 cm. 2,19 37
Total 80 85 2,72 1,95 165

Tabla 34.- Correlacién entre expresion de c-erb2 (2)y TT

Expresion de c- erb2 y correlacién con formacion tubular tumoral (FT):

De los 18 casos con FT1, 14 (77,78%) no expresaron c-erb2 y 4 (22,22%) si.

De los 37 casos con FT2, 29 (78,40%) no expresaron c-erb2 y 8 (21,60%) si.

De los 110 casos con FT3 ,65 (59,10%) no expresaron c-erb2 y 45 (40,90%) si.
De los 4 casos con FT1, 1 (1,75%) mostré c-erb2 (1 + )y 3 (5,26%) c-erb2
(2+).

De los 8 casos con FT2, 2 (3,51%) mostraron c-erb2 (1 + )y 6 (10,53%) c-erb2
(2+).

De los 45 casos con FT3, 17 (29,82%) mostraron c-erb2 (1 +) y 28 (49,12%)
c-erb2 (2 +).

Estos resultados quedan reflejados en las tablas 35y 36 y en el grafico 33.

FT1 FT2 FT3 Total

c-erb2 (-) | 14 (77,78%) | 29(78,38%) | 65 (50,09%) 108
c-erb2 (+) | 4(22,22%) | 8(21,62%) | 45 (40,91%) 57
Total 18 37 110 165

Tabla 35 .- Correlacién entre expresién dec-erb2 (1)y FT

FT1 FT2 FT3 Total

c-erb2 (-) | 14(77,78%) | 29(78,38%) | 65 (50,09%) 108
cerb2 (1+) | 1 (5,56%) 2 (5,41%) 17 (15,45%) 20
cerb2 (2+) | 3(16,67%) | 6(16,22%) | 28 (25,45%) 37
Total 18 37 110 165

Tabla 36.- Correlacién entre expresion de c-erb2 (2)y FT
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Expresion de c-erb2 y correlacion con grado nuclear tumoral (GN):

De los 36 tumores con GN1, 27 (75%) no expresaron c-erb2 y 9 (25%) si.

De los 92 tumores con GN2, 59 (64,13%) no expresaron c-erb2 y 33 (35,87%)
Si.

De los 37 tumores con GN3, 22 (59,50%) no expresaron c-erb2 y 15 (40,5%) si.
De los 8 casos con GN1, 3 (5,26%) mostraron c-erb2 (1 + )y 5 (8,77%) c-erb2

(2+).

De los 34 casos con GN2, 13 (22,81%) mostraron c-erb2 (1 +) y 21 (36,84%)
c-erb2 (2 +).

De los 15 casos con GN3, 4 (7,02%) mostraron c-erb2 (1 + ) yl11 (19,30%)
c-erb2 (2+).

Estos resultados quedan reflejados en las tablas 37 y 38 y en el grafico 34.

GN1 GN2 GN3 Total

c-erb2 (-) | 27 (75%) | 59 (64,13%) | 22 (59,50%) 108
c-erb2(+) | 9(25%) | 33(3587%) | 15 (42,86%) 57
Total 36 92 37 165

Tabla 37.- Correlacién entre expresiéon de c-erb2 (1)y GN

GN1 GN2 GN3 Total

c-erb2 (-) | 27(77,14%) | 61(64,21%) | 20 (57,14%) 108
cerb2 (1+) | 3(857%) | 13(13,68%) | 4(11,43%) 20
cerb2 (2+) | 5(14,29%) | 21(22,11%) | 11 (31,43%) 37
Total 35 95 35 165

Tabla 38.- Correlacién entre expresion de c-erb2 (2)y GN

Expresion de c -erb2 y correlacién con indice mitésico tumoral (IM):

De los 83 casos con IM1, 58 (69,90%) no expresaron c-erb2 y 25 (30,10%) si.
De los 37 casos con IM2, 24 (64,86%) no expresaron c-erb2 y 13 (35,14%) si.
De los 45 casos con IM3, 26 (57,80%) no expresaron c-erb2 y 19 (42,20%) si.
De los 24 casos con IM1, 9 (15,79%) mostraron c-erb2 ( 1+ ) y 15 (26,32%)
c-erb2 (2+).

De los 14 casos con IM2, 3 (5,26%) mostraron c-erb2 ( 1+ ) y 11 (19,30%)
c-erb2 (2 +).
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De los 19 casos con IM3, 8 (14,04%) mostraron c-erb2 (1 +) y 11 (29,73%)
c-erb2 (2 +).

Estos resultados quedan reflejados en las tablas 39 y 40 y en el gréafico 35.

IM1 IM2 IM3 Total

c-erb2 (-) | 58(70,73%) | 24 (64,84%) | 26 (57,78%) 108
c-erb2 (+) | 25(30,10%) | 13(35,14%) | 19 (42,22%) 57
Total 83 37 45 165

Tabla 39.- Correlacion entre expresion de c-erb2 (1) e IM

IM1 IM2 IM3 Total

c-erb2 (-) | 58(70,73%) | 24 (64,84%) | 26 (57,78%) 108
c-erb2 (1+) | 9 (15,79%) 3 (5,26%) 8 (14,04%) 20
c-erb2 (2+) | 15(26,32%) | 11(19,30%) | 11 (29,73%) 37
Total 83 37 45 165

Tabla 40.- Correlacion entre expresion de c-erb2 (2 )e IM

Expresion de c-erb2 y correlacién con Grado Histologico (GH):

De los 55 casos con GH I, 45 (81,8%) no expresaron c-erb2 y 10 (18,20%) si.
De los 60 casos con GH Il, 33 (55%) no expresaron c-erb2 y 27 (45%) si.

De los 50 casos con GH lll, 30 (60%) no expresaron c-erb2 y 20 (40%) si.

De los 9 casos con GH |, 4 (7,02%) mostraron c-erb2 (1 +)y 5 (8,77%) c-erb2
(2+).

De los 28 casos con GH II, 9 (15,79%) mostraron c-erb2 ( 1+ ) y 19 (33,33%)
c-erb2 (2 +).

De los 20 casos con GH Ill, 7 (12,28%) mostraron c-erb2 ( 1+ ) y 13 (22,81%)
c-erb2 (2 +).

Estos resultados quedan reflejados en las tablas 41y 42 y en el gréafico 36.

GH I GH Il GH Il Total

cerb2 (-) | 45(81,82%) | 33 (55%) | 30 (60%) 108
cerb2 (+) | 10(18,18%) | 27 (45%) | 20 (40%) 57
Total 55 60 50 165

Tabla 41.- Correlacién entre expresion de c-erb2 (1)y GH



GH I GH I GH III Total

cerb2 (-) | 45(83,33%) | 33 (54,10%) | 30 (60%) 108
cerb2 (1+) | 4(7,41%) | 9(14,75%) | 7 (14%) 20
cerb2 (2+) | 5(9,26%) | 19(31,15%) | 13 (26%) 37
Total 54 61 50 165

Tabla 42.- Correlacién entre expresién de c-erb2 (2)y GH

Expresion de c-erb2 y correlacién con Estatus ganglionar axilar (EG):

De los 85 casos con G ( - ), 60 (70,60%) no expresaron c-erb2 y 25 (29,4%) si.
De los 80 casos con G ( +), 47 (58,75%) no expresaron c-erb2 y 33 (41,25%) si.
De los 37 casos con menos de 4 G (+), 24 ( 64,86 % ) no expresaron c-erb2 y
13 (35,14%) si.

De los 43 casos con mas de 4 G ( +), 23 (53,5%) no expresaron c-erb2 y 20

(46,5%) si.

De los 25 casos con G (- ), 7 (12,28%) mostraron c-erb2 ( 1+ ) y 18 (31,58%)
c-erb2 (2 +).

De los 32 casos con G ( +), 13 (22,81%) mostraron c-erb2 (1 +)y 19 (33,33%)
c-erb2 (2 +).

De los 13 casos con menos de 4 G (+), 8 (14,04%) mostraron c-erb2 (1 +)y5
(8,77%) c-erb2 (2 +).

De los 20 casos con mas de 4 G ( +), 5 (8,77%) mostraron c-erb2 (1 +)y 15
(26,31%) c-erb2 (2 +).

Estos resultados quedan reflejados en las tablas 43, 44, 45y 46 y en el grafico
37.

EG
G(-) G(+) Total
cerb2 (-) 60 (70,59%) 47 (58,75%) 108
cerb2 (+) 25 (29,41%) 33 (41,25%) 57
Total 85 80 165

Tabla 43.- Correlacién entre expresion de c-erb2 (1)y EG

EG
G(-) G(+)<4 G(+)>4 Total
cerb2 (-) 60 (70,59%) 24 (64,86%) 23 (53,50%) 108
cerb2 (+) 25 (29,41%) 13 (34,20%) 20 (46,50%) 57
Total 85 37 43 165
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Tabla 44.- Correlacién entre expresion de c-erb2 (2)y EG

EG
G(-) G(+) Total
cerb2 (-) 60 (70,59%) 47 (58,75%) 108
cerb2 (1+) 7 (12,28%) 13 (22,81%) 57
cerb2 (2+) 18 (31,58%) 19 (33,33%) 165
Total 85 80 43

Tabla 45.- Correlacién entre expresion de c-erb2 (3)y EG

EG
G(-) G(+)<4 G(+)>4 Total
cerb2 (-) 60 (70,59%) 24 (64,86%) 23 (53,50%) 108
cerb2 (1+) 7 (8,24%) 8 (14,04%) 5 (8,77%) 20
cerb2 (2+) | 18(21,18%) 5 (8,77%) 15 (26,31%) 37
Total 85 37 43 165

Tabla 46.- Correlacién entre expresion de c-erb2 (4)y EG

Densidad Vascular (DV):

La densidad vascular total (en adelante DVT), obtenida mediante recuento en un
campo microscopico de 200 x sobre punto caliente, en los 189 casos ha sido de
16223, obteniéndose una densidad vascular media (en adelante DVM) de 85,83.
La DVT obtenida mediante recuento en tres campos microscoépicos de 200 x en
puntos calientes diferentes ha sido de 44721, obteniéndose una DVM de 236,62.
La DVT obtenida mediante el procedimiento anterior obteniendo el valor medio
ha sido de 14827,43, obteniéndose una DVM de 78,45.

La DVT obtenida mediante recuento en un campo microscopico de 400 x sobre
punto caliente en los 189 casos ha sido de 8112, obteniéndose una DVM de
42,92.

La DVT obtenida mediante recuento en tres campos microscépicos de 400 x
sobre puntos calientes diferentes ha sido de 24473, obteniéndose una DVM de
129,49.

La DVT obtenida mediante el procedimiento anterior obteniendo el valor medio
ha sido de 8137,07, obteniéndose una DVM de 43,05.

En el grafico 38 quedan reflejados estos resultados.
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Determinacion del método idoneo de recuento vascular:

El estudio comparativo de los valores de las DVT y DVM obtenidas por los seis
métodos de recuento utilizados demuestra una sensibilidad y especificidad
similares, si bien el recuento sobre el mejor punto caliente a 400 x se revela
como ligeramente superior al resto de los métodos. El recuento vascular medio
en tres puntos calientes a 200 x ofrece la mayor dispersion de resultados. El
coeficiente de correlacion de Pearson establece un alto grado de concordancia
entre los diversos métodos utilizados, lo que queda reflejado graficamente en la
curva COR correspondiente (grafico 39). La DVT (8112 vasos) y DVM (42,92
vasos) con una Desviacion Tipica de 26,78 obtenidas mediante el recuento
vascular sobre el mejor punto caliente a 400 X, seran pues los valores utilizados
para establecer el estudio comparativo entre la DV vy los diferentes parametros.
La DVT obtenida mediante la misma metodologia en 30 lobulillos mamarios
normales (grupo testigo) ha sido de 420 vasos y la DVM 14 * 3,40 vasos.

n =189 1/ 200 x 3/200x [3/200x (m)| 1/400x 3 /400x 3/400x (m)
DVT (vasos) 16223 44721 148227,43 8112 24473 8137,07
DVM (vasos) 85,83 236,62 78,45 42,92 129,49 43,05

Correlaciéon entre DVT, DVM y tamafio tumoral (TT):

En los 94 casos con TT hasta 2 cm. se obtuvo una DVT de 3622 vasos y una
DVM de 38,53 * 24,58 vasos. Los 95 casos con TT superior a 2 cm. mostraron
una DVT de 4490 vasos y una DVM de 47,26 + 28,27 vasos.

La distribucion por intervalos de los recuentos vasculares obtenidos en cada uno
de los grupos considerados anteriormente quedan reflejados en las tablas 47 y

48 y en los gréaficos 40y 41.

TT N° DVT DVM DT
0-2cm. 94 3622 38,53 24,58
>2cm. 95 4490 47,26 28,27

Total 189 8112 42,92 26,78

Tabla 47. Correlacion entre DVy TT

a7




Intervalo vascular

T Na| 0-20 21 - 40 41 - 60 61 - 80 > 80 DE
0-2cm. | 94 | 28(56%) | 29 (51,79%) | 25 (60,98%) 3(15%) | 9(40,91%) | 24,58
>2cm. | 95 | 22(44%) | 27(48,21%) | 16(39,02%) | 17 (85%) | 13(59,09%) | 28,27

Total |189 50 56 41 20 22 26,78

Tabla 48.- Correlacion entre TT y DV por intervalos

Correlacion entre DVT , DVM y formacion tubular tumoral (FT):

En los 20 casos con FT1 se obtuvo una DVT de 479 vasos y una DVM de 23,95
+ 12,62 vasos. Los 43 casos con FT2 mostraron una DVT de 1788 vasos y una
DVM de 41,57 £ 24,03 vasos y los 126 casos con FT3 presentaron una DVT de
5845 vasos y una DVM de 46,38 + 28,14 vasos.

La distribucion por intervalos de los recuentos vasculares obtenidos en cada uno
de los grupos considerados anteriormente quedan reflejados en las tablas 49 y

50y en los graficos 42 y 43.

N° DVT (vasos) | DVM (vasos) DT

FT1 20 479 23,95 12,62

FT2 43 1788 41,57 24,03

FT3 126 5845 46,38 28,14

Total 189 8112 42,92 26,79

Tabla 49.- Correlacién entre DVy FT
Intervalo vascular
N 0-20 21-40 41 - 60 61 - 80 >80

FT1 | 20 10 (20%) 8 (14,29%) 2 (4,88%) 0 (0%) 0 (0%)
FT2 | 43 12 (24%) 9 (16,07%) 14 (34,15%) 6 (30%) 2 (9,09%)
FT3 [126| 28 (56%) 39 (69,64%) 25 (60,98%) 14 (70%) 20 (90,91%)
Total | 189 50 56 41 20 22

Tabla 50.- Correlacién entre FT y DV por intervalos

Correlacién entre DVT, DVM y grado nuclear (GN):

En los 41 casos con GN1 se obtuvo una DVT de 1176 casos y una DVM de
28,68 + 18,56 vasos. Los 103 casos con GN2 mostraron una DVT de 4279
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vasos y una DVM de 41,54 + 25,41 vasos. Los 45 casos con GN3 presentaron
una DVT de 2657 vasos y una DVM de 59,04 + 28,24 vasos.

La distribucion por intervalos de los recuentos vasculares obtenidos en cada uno
de los grupos considerados anteriormente queda reflejada en latablas 51y 52y

en los graficos 44 y 45.

N° DVT (vasos) | DVM (vasos) | DE

GN1 41 1176 28,68 18,56

GN2 103 4279 41,54 25,41

GN3 45 2657 59,04 28,24

Total 189 8112 42,92 26,79

Tabla 51.- Correlacién entre DV y GN
Intervalo vascular
N° 0-20 21-40 41-60 61 - 80 > 80

GN1 | 41 19 (38%) 11 (19,64%) 8(19,51%) 3 (15%) 0 (0%)
GN2 |103| 28 (56%) 34 (60,71%) 21 (51,22%) 10 (50%) 10 (45,45%)
GN3 | 45 3 (6%) 11 (19,64%) 12 (29,27%) 7 (35%) 12 (4,55%)
Total | 189 50 56 41 20 22

Tabla 52.- Correlacién entre GN y DV por intervalos

Correlacion entre DVT, DVM e indice mitésico tumoral (IM):

En los 91 casos con IM1 se obtuvo una DVT de 3168 vasos y una DVM de
33,35 £ 20,10 vasos. Los 45 casos con IM2 mostraron una DVT de 1988 vasos
y una DVM de 44,18 + 23,92 vasos y los 49 casos con IM3 presentaron una
DVT de 2956 vasos y una DVM de 60,33 + 31,67 vasos.

La distribucion por intervalos de los recuentos vasculares obtenidos en cada uno
de los grupos considerados anteriormente quedan reflejados en las tablas 53 y

54 y en los graficos 46 y 47.

N° DVT (vasos) | DVM (vasos) DE

IM1 95 3168 33,35 20,1
IM2 45 1988 44,18 23,92
IM3 49 2956 60,33 31,67
Total 189 8112 42,92 26,79
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Tabla 53.- Correlacién entre DV e IM

Intervalo vascular
Ne 0-20 21-40 41 - 60 61 - 80 >80
IM1 | 95 35 (70%) 30 (53,57%) 20 (48,78%) 8 (40%) 2 (9,09%)
IM2 | 45 10 (20%) 12 (21,43%) 12 (29,27%) 7 (35%) 4 (18,18%)
IM3 | 49 5 (10%) 14 (25%) 9 (21,95%) 5 (25%) 16 (72,73%)
Total | 189 50 56 41 20 22

Tabla 54.- Correlacién entre IMy DV por intervalos

Correlaciéon entre DVT, DVM vy grado histologico (GH):

La DVT obtenida en los 62 tumores GH | ha sido de 1852 vasos y la DVM de
29,87 + 18,64 vasos. En los 72 tumores con GH IlI, la DVT ha sido de 3011
vasos y la DVM de 41,82 + 22,09 vasos. En los 55 tumores con GH lll, la DVT
ha sido de 3249 vasos y la DVM de 59,07 + 31,65 vasos.

La distribucion por intervalos de los recuentos vasculares obtenidos en cada uno

de los grupos considerados anteriormente quedan reflejados en las tablas 55 y

56 y los graficos 48 y 49.

N° | DVT (vasos) | DVM (vasos) | DT

GHI 62 1852 29,87 18,64

GHII 72 3011 41,82 22,09

GH Il 55 3249 59,07 31,65

Total 189 8112 42,92 26,79

Tabla 55.- Correlacién entre DV y GH
Intervalo vascular
N° 0-20 21-40 41-60 61 - 80 > 80

GHI1 | 62 27 (54%) 19 (33,93%) 11 (26,83%) 5 (25%) 0 (0%)
GHIl | 72 16 (32%) 23 (41,07%) 19 (46,34%) 9 (45%) 5 (22,73%)
GH I | 55 7 (14%) 14 (25%) 11 (26,83%) 6 (30%) 17(77,27%)
Total | 189 50 56 41 20 22

Tabla 56.- Correlacién entre GHy DV por intervalos

Correlaciéon entre DVT, DVM y Estatus Ganglionar Axilar (EG):
En los 95 casos con G ( - ) se ha obtenido una DVT de 2439 vasos y una DVM
de 25,67 + 15,30 vasos. Los 94 casos con G ( + ) mostraron una DVT de 5673
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vasos y una DVM de 60,35 + 25,89 vasos. Los 46 casos con menos de 4 G (+)
presentaron una DVT de 2367 vasos una DVM de 51,46 * 26,46 vasos. En los
48 casos con mas de 4 G ( +) se obtuvo una DVT de 3306 vasos y una DVM de
68,88 vasos * 25,32.

La distribucion por intervalos de los recuentos vasculares obtenidos en los
grupos considerados anteriormente quedan reflejados en las tablas 57, 58, 59 y

60 y en los gréaficos 50 y 51.

N° DVT (vasos) | DVM (vasos) DT
G(-) 95 2439 25,67 15,30
G(+) 94 5673 60,35 25,89
Total 189 8112 42,92 26,79
Tabla 57.- Correlacién entre DVy EG (1)
Intervalo vascular
0-20 21-40 41-60 61 - 80 > 80 Total
G (-)| 48(96%) 33 (58,92%) 12 (29,27%) 1 (5%) 1 (4,55%) 95
G(+) 2 (4%) 23 (41,07%) 29 (70,73%) 19 (95%) 21 (95,45%) 94
Total 50 56 41 20 22 189
Tabla 58.- Correlacién entre EG (1) y DV por intervalos
N° | DVT (vasos)| DVM (vasos) DT
G(-) 95 2439 25,67 15,30
G(+)<4 46 2367 51,46 26,46
G(+)<4 48 3306 68,88 25,32
Total 189 8112 42,92 26,79
Tabla 59.- Correlacién entre DVy EG (2)
Intervalo vascular
0-20 21-40 41 -60 61 - 80 > 80 Total
G(-) 48 (96%) 33 (58,92%) 12 (29,27%) 1 (5%) 1 (4,55%) 95
G(+)<4 1 (2%) 17(30,36%) 17(41,46%) 6 (30%) 5 (22,73%) 46
G(+)>4 1 (2%) 6 (10,71%) 12 (29,27%) 13 (65%) 16 (72,73%) 48
Total 50 56 41 20 22 189

Tabla 60.- Correlacién entre EG (2 ) y DV por intervalos

Correlacion entre DVT, DVM y expresion de Receptores Estrogénicos (RE):
La DVT obtenida en los 26 casos con RE ( -) ha sido de 1347 vasos y la DVM
51,81 * 30,29 vasos.
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La DVT obtenida en los 139 casos con RE ( +) ha sido de 5691 vasos y la DVM
40,94 + 25,97 vasos.

La distribucién por intervalos de los grupos considerados anteriormente quedan

reflejados en las tablas 61 y 62 y los graficos 52 y 53.

N° | DVT (vasos) | DVM (vasos) DT
RE (-) 26 1347 51,81 30,29
RE (+) 139 5691 40,94 25,97
Total 165 7038 42,65 26,89

Tabla 61.- Correlacion entre DV y expresion de RE

Intervalo vascular

0-20 21 - 40 41 - 60 61 - 80 > 80 Total

RE(-) | 5(11,36%) 8 (16%) 4 (11,43%) 4 (25%) 5 (25%) 26
RE (+) | 39 (88,64%) 42 (84%) 31(88,57%) 12 (75%) | 15(75%) | 139
Total 44 50 35 16 20 165

Tabla 62.- Correlacién entre expresion de RE y DV por intervalos

Correlacion entre DVT,DVM y expresion de p53:
La DVT obtenida en los 80 casos con p53 ( - ) ha sido de 3313 vasos y la DVM
41,41 + 26,75 vasos.
La DVT obtenida en los 85 casos con p53 ( + ) ha sido de 3735 vasos y la DVM
43,81 + 27,14 vasos.

La distribucién por intervalos de los grupos considerados anteriormente quedan

reflejados en las tablas 63 y 64 y en los graficos 54 y 55.

N° DVT (vasos) | DVM (vasos) DT
p53(-) 80 3313 41,41 26,75
p53 (+) 85 3725 43,81 27,14
Total 165 7038 42,65 26,89

Tabla 63.- Correlacién entre DV y expresion de p53

Intervalo vascular
0-20 21 -40 41 - 60 61 - 80 >80 Total
p53 (-) 25 (56,82%) 21 (42%) 18 (51,43%) 8 (50%) 8 (40%) 26
p53 (+) 19 (43,18%) 29 (58%) 17 (48,57%) 8 (50%) 12 (60%) 139
Total 44 50 35 16 20 165
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Tabla 64.- Correlacién entre expresion de p53y DV por intervalos

Correlacion entre DVT, DVM y expresion de c-erb2:
La DVT obtenida en los 69 casos con c-erb2 ( -) ha sido de 2992 vasos y la
DVM 43,35 + 27,70 vasos.
La DVT obtenida en los 57 casos con c-erb2 ( + ) ha sido de 2506 vasos y la
DVM 42,15 + 26,43 vasos. La DVT obtenida en los 20 casos con c-erb2 ( +)
débil ha sido de 857 vasos y la DVM de 42,85 + 26,38 vasos. La DVT obtenida
en los 37 casos con c-erb2 ( +) intenso ha sido de 1649 vasos y la DVM 44,56 +

26,57 vasos.

La distribucion por intervalos de los resultados obtenidos en cada uno de los

grupos considerados anteriormente quedan reflejados en las tablas 65, 66, 67 y

68 y en los graficos 56 y 57.

N° | DVT (vasos) | DVM (vasos) DT

c-erb2(-) | 69 2992 43,35 27,7
c-erb2 (+) | 96 4046 42,15 26,43
Total 165 7038 42,65 26,89

Tabla 65.- Correlacién entre DV y expresion de c-erb2 (1)

Intervalo vascular

0-20 21-40 41-60 61 -80 >80 Total
c-erb2 ( -) 30 (75%) | 31 (60,78%) | 20 (62,50%) | 13 (68,42%) |14 (60,86%) 108
c-erb2 (+) 10 (25%) | 20 (39,22%) | 12 (37,50%) | 6 (31,58%) 9 (39,13%) 57
Total 40 51 32 19 23 165
Tabla 66.- Correlacién entre expresion de c-erb2 (1) y DV por intervalos
N° | DVT (vasos) | DVM (vasos) DT
c-erb2 (-) [108 2992 43,35 27,70
c-erb2 (1+) | 20 857 42,85 26,38
c-erb2 (2+) | 37 1649 44,56 26,57
Total 165 5498 42,65 26,89
Tabla 67.- Correlacion entre DV y expresion de c-erb2 (2)
Intervalo vascular
0-20 21-40 41 - 60 61 - 80 >80 Total
c-erb2 (-) 30(75%) |31(60,78%) |20(62,50%) | 13(68,42%) | 14(60,86%) 108
c-erb2 (1+) 2(5%) 9(17,65%) | 4(12,50%) | 3(15,78%) 2(8,70%) 20
c-erb2 (2 +) 8(20%) | 11(21,57%)| 8(25%) 3(15,78%) | 7(30,43%) 37
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Total 40 51 | 32 | 19 | 23 165

Tabla 68.- Correlacién entre expresion de c-erb2 (2)y DV por intervalos

La investigacion del valor prondstico de la densidad vascular intratumoral en el
cancer mamario ha obtenido resultados contradictorios
(9,21,58,60,73,74,94,147,149,169,115,116,126) y se ha responsabilizado a la

heterogeneidad de la metodologia utilizada de la discrepancia en los resultados



(113,123,178). Se ha cuantificado la densidad vascular determinando el numero
de vasos por mil células tumorales (99). Este método minimiza las variaciones
en el recuento vascular derivadas del tamafio del campo microscopico, de la
relacion parénquima tumoral — estroma y del tamafio de las células tumorales y
se correlaciona bien con otros factores prondsticos pero su aplicacion supone un
consumo de tiempo que lo hace poco préactico. EIl método mas aplicado consiste
en el recuento vascular sobre las zonas con mayor densidad vascular,
denominadas “puntos calientes”. La subjetividad en la eleccion de estos
“puntos calientes” parece ser el principal factor responsable de la disparidad de
resultados (16,21,113,126,133,171,172,178). Aunque se han conseguido
recuentos vasculares mas objetivos utilizando técnicas de morfometria (58). y de
procesado de imagenes (14,34,69,166) combinadas con el marcaje
inmunohistoquimico de los vasos (16,95) y se ha propuesto la seleccidn
automética de los “puntos calientes” para resolver la subjetividad de su eleccién
(14,171,172), la investigacion en este sentido no ha proporcionado resultados
fiables (16,58,166), por lo que actualmente no existe ningin método que sea
capaz de definir objetivamente cual o cuales son los puntos calientes mas
idoneos para realizar el recuento vascular.

El marcaje inmunohistoquimico de los vasos con un anticuerpo idéneo previo al
recuento vascular (171,178), la cuidadosa selecciéon de los puntos calientes
adecuados, un protocolo estricto para definir los vasos (36) y una adecuada
area de observacion (36,58,178), permiten obtener una densidad vascular
tumoral fiable y reproducible (36,115) equiparable a la obtenida por técnicas de
analisis de imagen (16).

Teniendo en cuenta estas recomendaciones, para determinar la densidad
vascular de nuestros tumores hemos contado manualmente los vasos existentes
en los mejores “puntos calientes” elegidos subjetivamente segun el protocolo
propuesto por WEIDNER (178) con algunas modificaciones. Se ha sustituido
como marcador vascular el antigeno relacionado con el Factor VIII por CD31,
una glicoproteina de membrana, especifica de la célula endotelial y localizada
en sus uniones intercelulares (38,104), selectiva de los vasos sanguineos
(86,125), ampliamente consensuada como el marcador panendotelial mas
sensible (30,171).
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Asimismo hemos modificado la metodologia en la eleccion del “punto caliente”
con mayor densidad vascular. La exploracion de los “puntos calientes” con
objetivo de bajo aumento (4 x) (178) puede resultar engafiosa debido a que, a
este aumento no es posible determinar si el marcaje inmunohistoquimico es
realmente vascular o no. Las células plasméticas muestran una tincién lineal
yuxtanuclear (16,104). La agrupacion de dichas células en areas tumorales
(hecho relativamente frecuente) proporciona una falsa imagen de “punto
caliente” con alta densidad vascular. Los histiocitos y a veces las células
neoplasicas intraductales expresan inmunotincion citoplasmatica y de
membrana respectivamente, pueden contribuir mas raramente a amplificar esa
falsa imagen. Asimismo &reas con pocos vasos de cierto tamafio muy
ramificados pueden simular areas con elevada densidad vascular. Por todos
estos motivos hemos utilizado un objetivo de 10 x como sefalizador de los
puntos calientes idoneos ya que a este aumento si pueden diferenciarse los
simuladores vasculares referidos.

Se han propuesto diferentes métodos para determinar la densidad vascular
sobre puntos calientes. La Reunién del Colegio de Pat6logos Americanos para
consensuar los factores prondsticos en el cAncer mamario, incluye la valoracién
la angiogénesis dentro del grupo de factores no suficientemente estudiados en
cuanto a su valor prondstico y propone tres métodos : densidad vascular en un
“punto caliente” , densidad vascular media en tres puntos calientes y la mayor
densidad vascular en tres “puntos calientes” sin hacer recomendaciones sobre
el tamafo del campo microscopico ni de los aumentos utilizados (53).

Diversos trabajos establecen una correlacion estadisticamente significativa entre
densidad vascular determinada sobre “punto caliente”, incidencia de metastasis
y supervivencia utilizando métodos de recuento vascular diferentes (36,178).
Parece establecido que la densidad vascular obtenida sobre “punto caliente”
puede adquirir un valor prondstico no alcanzado por el recuento vascular
obtenido de forma global en el area tumoral (36). Asimismo existe consenso
sobre la importancia critica que adquiere el area de observacion sobre la que se
realiza el recuento vascular, de forma que areas de observacién de tamafio
excesivo diluyen el nUmero de vasos y areas demasiado pequefias establecen
diferencias significativas en el recuento vascular por lo que el valor predictivo de

la densidad vascular obtenida  disminuye cuando el area del campo
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microscopico es inferior a 0,19 mm2 vy alcanza su mayor valor predictivo
alrededor de 0,70 mm? (36,178). Hemos obtenido la densidad vascular sobre el
mejor “punto caliente”, sobre los tres mejores “puntos calientes” y el valor medio
resultante del recuento vascular en los tres mejores “puntos calientes” mediante
la observacion microscopica a 200 x (campo microscopico de 0,916 mm?) y a
400 x (campo microscopico de 0,229 mm?). Con el coeficiente de correlacion de
Pearson se demuestra buena sensibilidad y especificidad de los tres métodos,
con resultados practicamente superpuestos, salvo en el recuento vascular en los
tres mejores “puntos calientes” a 200 x. La explicacion a esta discrepancia
puede ser el aumento de la subjetividad al tener que elegir mas de un “punto
caliente” y a la dilucién del nimero de vasos al ser el campo microscoépico
superior a los 0,70 mm?2 (36,178). Estos resultados han determinado nuestra
eleccion del recuento vascular sobre el mejor “punto caliente” a 400 x como el
método mas practico y rapido e idénticamente reproducible al obtenido a 200 x
en las mismas condiciones considerado de mayor significacion estadistica (178).
No hemos encontrado mayor incidencia de “puntos calientes” en el margen
infiltrativo tumoral (178) sino una distribucién heterogénea de los mismos en el
tumor (9).

Se ha demostrado una DV constante, asi como una relacibn homogénea con las
areas acinares y el estroma en los lobulillos mamarios normales (119), por lo
gue hemos utilizado los recuentos vasculares en 30 lobulillos mamarios
normales como grupo testigo. La DVM obtenida es significativamente menor

(12,36 + 1,11 vasos) que la observada en los tumores.

Correlacion entre los factores prondsticos morfologicos:

Diferentes pardmetros histolégicos han sido investigados, de forma singular o
combinada, para determinar su valor pronéstico y/o predictivo en pacientes con
cancer de mama. El tamafio tumoral, estatus ganglionar axilar, grado nuclear,
grado histolégico, indice mitdsico, tipo histolégico y la expresion de receptores
hormonales (estrégenos y progesterona) han demostrado su valor prondstico y
su utilidad clinica en el tratamiento de las pacientes (53).

El Tamafio Tumoral (TT) es un importante factor predictivo de metastasis

ganglionar axilar y de supervivencia (88), incluso en carcinomas con TT inferior
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a 1 cm. (28). La disminucion de la supervivencia a partir de los 2 cm. es
independiente del estatus ganglionar axilar (1,12,175). Para otros el TT carece
de valor pronéstico (47).

La escasa representatividad de nuestra muestra con TT inferior a 1 cm.
(7 casos) no permite obtener conclusiones significativas al correlacionarlos con
otros factores prondsticos, por lo que hemos preferido incluirlos en la serie de
casos con TT hasta 2 cm. La mayor incidencia de casos con buena
diferenciacion histologica (FT1,GN1,IM1) estad asociada a la serie de menor TT
e inversamente, los tumores poco diferenciados (FT3,GN3,IM3) inciden en
mayor numero en la serie con mayor TT. Sin embargo la correlacién entre TT,
FT y GN no es estadisticamente significativa (p = 0,349 y p = 0,097
respectivamente). Aunque se observa un incremento progresivo del TTM
paralelo a la progresiva pérdida de FT, las diferencias no son significativas
(p = 0,421). Este mismo comportamiento del TTM en relacién con un aumento
progresivo del GN si es estadisticamente significativo (p = 0,013). El IM se
correlaciona significativamente tanto con el TT como con el TTM (p = 0,037 y
p = 0,001 respectivamente).

El TT esta relacionado con el EG (1). La correlacion obtenida en nuestro
estudio es estadisticamente significativa (p = 0,007) entre el grupo de casos con
G (-)y laserie de menor TT y entre el grupo con G ( +) y la serie con mayor
TT. Dicha correlacion se incrementa cuando se establece con el TTM
(p = 0,000).

El Grado Histologico (GH) ha mostrado una correlacion estrecha con el
pronéstico (51,12,45,47) y con determinadas caracteristicas clinicas (22,51) en
el cancer de mama y se ha constatado su valor prondstico independiente con
respecto al EG y GN (45,51). No obstante, el grado de concordancia
interobservadores al evaluar el GH oscila entre el 54% (35) y el 78,1%, lo que
disminuye su utilidad clinica (33). La investigacion de esta discrepancia ha
demostrado que factores técnicos influyen de forma importante en la valoracién
del GN e IM (45,64,136,149,167,168) y que su control mejora la coincidencia
interobservadores hasta un 83,3% (136).

El GH evalta simultaneamente y de forma semicuantitativa tres caracteristicas

morfologicas interrelacionadas del tumor: Formacion Tubular (FT), atipia nuclear
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(GN) e indice mitésico (IM) (45). Aunque se ha asignado idéntica contribucién
de cada uno de estos factores al GH final (45), el valor independiente de cada
uno de ellos esta poco establecido (175). Andlisis por separado de cada uno de
ellos obtienen un valor predictivo diferente (12,13,30,124,136,167,168). EIl
hallazgo de un patrén tubular bien diferenciado (FT1) se ha asociado a buen
pronoéstico (124) y el patrén tubular escasamente diferenciado (FT3) asociado a
un grado nuclear alto (GN3) a una baja supervivencia (137). El IM es el factor
pronéstico mas fiable (12,47) y el mejor correlacionado con el Estatus
Ganglionar (29,30,167,168) por lo que para algunos autores es el mayor
responsable del GH final (175). El GN ha sido considerado largo tiempo como
un factor pronostico muy importante (19,159). Mientras que los criterios para la
valoracion del patrén tubular y del contaje de mitosis estan bien establecidos
(12,13,45,124,136,149), la evaluacion del GN es bastante subjetiva, lo que
condiciona una elevada discordancia interobservadores (40). Sin embargo se
ha demostrado su valor prondstico independiente con técnicas objetivas de
morfometria (12,97).

Hemos obtenido una correlacion estadisticamente significativa (p = 0,000) entre
el GH combinado (45) y cada uno de sus pardmetros de forma independiente.
La existencia de FT1 es exclusiva de los tumores GH I. Nuestros resultados
demuestran buena correlacion independiente entre cada uno de los parametros
y el GH final, coincidente con la obtenida por otros autores (22,45,51).

La correlacion entre GH, TT y TTM es estadisticamente significativa (p = 0,033 y
0,001 respectivamente). La diferencia entre la incidencia de casos es
significativa cuando se relaciona el grupo GH | con los grupos GH Il 'y GH IIl. Sin
embargo no se aprecian diferencias significativas cuando la relacidn se
establece entre los grupos GH Il y GH lll. El incremento del TTM paralelo al
aumento del GH obtenido en nuestro estudio ha sido comunicado por otros

autores (22).

El Estatus Ganglionar Axilar (EG) es el factor pronéstico independiente mas
importante en las pacientes con cancer de mama (43). La incidencia de
recidivas y una supervivencia menor estan directamente relacionadas con la
afectacion tumoral de los ganglios axilares (12,53,150,167) y el prondstico

empeora cuando son mas de cuatro los ganglios afectados (53, 173).
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En nuestro estudio el EG se correlaciona con el TT y TTM con significacion
estadistica (p = 0,007 y p = 0,000 respectivamente). Cuando la relacion se
establece con los grupos con diferente numero de G ( + ) es asimismo
estadisticamente significativa (p = 0,009 y p = 0,000 respectivamente). Esta
relacion se pierde al comparar entre si los grupos con diferente namero de
G(+)(p=0,089)y entre elgrupode G (-)ylos grupos referidos (p = 0,05 en
ambos).

Nuestros datos demuestran diferencias significativas entre el EG encontrado en
los grupos con diferente GH (p = 0,001). Cuando la relacion se establece con los
grupos con diferente nimero de G ( + ) las diferencias son mas significativas en
el grupo con GH | y similares en los grupos restantes.

Hemos obtenido correlacion significativa entre EG, GN e IM (p = 0,017 y
p = 0,02 respectivamente). Aunque se observa relacion evidente entre FT1 y
EG, la alta incidencia de casos con G (-) en los grupos FT2 y FT3, determina
la pérdida de correlacién global (p = 0,081). La significacion se mantiene al
relacionar el grupo FT1 con los grupos con distinto nimero de G ( +) . Estos
resultados demuestran relativo valor discriminante independiente, a los factores

que constituyen el GH en relacion a los casos con G ( +) (12,29,30,40,124,136).

Correlacion entre los factores prondsticos morfoléogicos y la expresion
inmunohistoquimica.

El escaso nimero de casos con expresion débil y moderada de RE (6 y 3
respectivamente) determina su escasa representatividad estadistica por lo que
los integraremos en el grupo de casos RE ( + ) al establecer la correlacion con
otros parametros.

Se ha relacionado la expresion de RE con un crecimiento lento del tumor (43).
No hemos obtenido diferencias significativas entre los casos con RE (+) y RE
(-) al correlacionarlos con el TT (p = 0,636). Sin embargo la serie de casos con
RE ( +) se correlaciona con un TTM menor que el obtenido en la serie RE ( - ).
Al correlacionar la expresion de RE con los tres parametros del GH hemos
obtenido correlacidn estadisticamente significativa con el GN (p = 0,002) y con el
IM (p = 0,003) pero no con la FT (p = 0,054). Asimismo hemos obtenido una
correlacion altamente significativa entre la diferente expresion de RE y el GH
(p = 0,000) coincidente con otros autores (83,117,175).
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No se ha establecido correlacion entre expresion de RE y estatus ganglionar
(43,175). Nuestros resultados muestran diferencias significativas (p = 0,018)
entre la expresion de RE y el EG. Esta diferencia se mantiene cuando se
establece la relacion con el grupo de casos con mas de 4 G ( +) pero se pierde
con el grupo de menos de 4 G (+).

La correlacion entre TT, TTM y expresion de p53 es contradictoria y sin
relevancia estadistica (p = 0,238). No hemos obtenido correlacion
estadisticamente significativa con ninguno de los parametros que integran el GH
(FT, GN e IM) (p = 0,159, p = 0,223 y p = 0,659 respectivamente). Tampoco
existe correlacion con el GH (p = 0,373) ni con el EG (p = 0,92). Nuestros
resultados son coincidentes con los obtenidos por otros autores (47).

Hemos obtenido un reparto l6gico de casos con distinto TT en las series con
diferente expresion de c-erb2 y una correspondencia con el TTM que sin
embargo no muestra significacion estadistica (p = 0,06). La literatura no refiere
correlacion entre estos factores (47). La correlacion con los parametros del GH
muestra diferencia significativa entre la FT y la expresion de c-erb2 (p = 0,017)
pero no con el GN (p = 0,141) ni con el IM (p = 0,316). Se ha obtenido
resultados contradictorios en la correlacion entre GH y expresion de c-erb2
(47,152). En nuestro estudio hemos obtenido diferencia significativa
(p = 0,004). No se ha obtenido correlacion significativa entre la diferente

expresion de c-erb2 y el EG.

Correlacion entre DV y factores prondsticos morfolégicos

A pesar de la variabilidad individual y de su heterogeneidad en cada tumor, la
DV parece definirse como un factor prondstico importante (2,47,71,183) cuya
utiidad ha sido valorada en distintos 6rganos y demostrada en el cancer
mamario y prostético (142).

Varios autores niegan relacion entre TT y DV (69,116,126,133,147,178). La
correlacion significativa entre TT y DV establecida por otros (59,183) es
coincidente con nuestros resultados (p = 0,025). Esta se mantiene cuando se
establecen intervalos en el recuento vascular (p = 0,01).

En nuestro estudio se aprecia correlacion significativa entre la DV obtenida en
los diferentes grupos de FT (p = 0,002) que se mantiene al establecer intervalos

en el recuento vascular (p = 0,01).
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La relacion es especialmente significativa cuando se comparan las DV obtenidas
en el grupo FT1 con los restantes, siendo los valores similares al comparar el
grupo FT2y FT3.

La DV esta claramente relacionada con el IM establecido tanto histolégica como
inmunohistoquimicamente (47).

Las diferencias son significativas entre la DV encontrada en los diferentes
grupos de GN

(p = 0,000) y se mantienen al relacionar entre si los diferentes grupos.

Los resultados obtenidos en relacién al GN son superponibles a los observados
en la

correlacion entre DV e IM y por lo tanto con idéntica significacion estadistica
(p = 0,000). La correlacion entre DV y ambos parametros mantiene su alta
significacion estadistica (p = 0,000 y p = 0,000 respectivamente) cuando se
establecen intervalos en el recuento vascular. No hemos encontrado en la
literatura referencias a la relacion entre FT y GN con la DV. .

La correlacion entre GH Y DV obtenida por nosotros es altamente significativa
desde el punto de vista estadistico (p = 0,000) y se mantiene cuando se
establecen intervalos en el recuento vascular (p = 0,000). Algunos autores solo
encuentran correlacion entre la DV y este parametro, pero no con otros factores
pronésticos (169). En analisis de supervivencia con multivariables, la DV supera
en valor predictivo al TT, IM y EG (36). Otros autores sin embargo niegan la
correlacion de la DV con cualquiera de los factores pronésticos clasicos
(69,116,126,133,147).

Diferentes trabajos encuentran diferencias significativas entre las DV obtenidas
en pacientes sin afectacion de ganglios axilares y con metastasis en los mismos
(178,59,90,143). Asimismo diversos autores encuentran una relacion directa
entre la DV obtenida en las areas de mayor densidad vascular del tumor
(“puntos calientes”) y el riesgo de metastasis ganglionar (121,161,177,178) y
algunos encuentran relacion entre la DV y el numero de ganglios afectados
(99). Otros sin embargo discrepan de estos resultados (69,116,126,133,147).
Nuestro estudio encuentra diferencias estadisticamente significativas (p = 0,000)
entre las DV obtenidas en las series con diferente EG. Estas diferencias se

mantienen cuando se establece la comparacion entre la DV de la serie con
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G (-) Yy los grupos con diferente numero de G ( + ). Asimismo las diferencias se
mantienen al aplicar intervalos al recuento de vasos (p = 0,000).

En el analisis de la DV por intervalos hemos observado un aumento progresivo
del nimero de casos con G ( +) paralelo al aumento de la DV. De forma similar
el numero de pacientes con G ( - ) disminuye en razon inversa al aumento de la
DV. En ambos casos el cambio de tendencia se establece de forma significativa
a partir de los 40 vasos. Estos hallazgos son coincidentes con los de otros
autores con diferente DV (59,90,143,178). Aplicando este punto de corte al
resto de parametros correlacionados con la DV hemos comprobado que se
mantiene la correlacion previamente establecida entre ellos. Esta correlacion no

es obtenida por otros autores en relacion al TT ni al GH (178).

Correlacion entre DV y expresion inmunohistoquimica:

La DV ha sido ligeramente mayor en la serie de casos con RE ( - ) que la
obtenida en la serie con RE ( + ). Sin embargo la diferencia no llega a ser
significativa (p = 0,058) vy la falta de correlacion aumenta cuando se establecen
intervalos en el recuento vascular (p = 0,485).Estos resultados coinciden con los
de otros autores (183).

Algunos autores niegan valor prondstico a la sobreexpresion de p53 (47) y otros
defienden su valor predictivo independiente de supervivencia (81,185,109),
incrementado cuando se asocia a la sobreexpresion del factor vascular del
factor de crecimiento endotelial (VEFG), un factor proangiogénico (109).

La alteracién de p53 provoca la pérdida de regulacion de la trombospondina-1,
un potente inhibidor de la angiogénesis y un incremento en la expresion de
VEFG (109). Ambos hechos sugieren un aumento de la actividad angiogénica
relacionada con la mutacién de p53. Las DV obtenidas en las series con distinta
expresion de p53 en nuestro estudio no muestran diferencias significativas
(p = 0,568) que permitan corroborar esta hipoétesis. La similitud de las DV
obtenidas en ambas series se mantiene cuando se aplican intervalos
vasculares en su determinaciéon (p = 0,596). Otros por el contrario relacionan
menor DV con expresion de p53 (126).

Tampoco hemos obtenido diferencias significativas entre las DV obtenidas en
las series con diferente expresion de c-erb2 (p = 0,778) y estos resultados se

mantienen cuando aplicamos intervalos al recuento vascular (p = 0,585). Sin
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embargo otros autores encuentran una relacion significativa entre una DV alta y
una expresion positiva de c-erb2 modulada por la maspina, un factor relacionado
con la migracion celular, apoptosis y angiogenesis en el cancer mamario (152).

Aplicando el mismo punto de corte en el recuento vascular que el establecido en
la correlacion con parametros morfolégicos, obtenemos unos resultados

invariables en cuanto a su significacion estadistica.

CONCLUSIONES

1) Existe relacién, aunque no estadisticamente significativa, entre

diferenciacion y tamafo tumoral. La correlacion independiente entre los



2)

3)

4)

5)

6)

factores que integran el grado histolégico combinado y el tamafio tumoral
sblo es estadisticamente significativa con el indice mitésico. Cuando la
correlacion se establece entre dichos parametros y el tamafio tumoral
medio es significativa ademas con el grado nuclear. Asimismo hemos
obtenido correlacion con significacion estadistica entre el tamafio tumoral
y el tamafio tumoral medio con el estatus ganglionar axilar y el grado

histol6gico combinado.

La correlacion independiente entre los factores integrantes del grado
histolégico combinado y éste es altamente significativa. Dicha correlacion
se mantiene con el estatus ganglionar axilar y entre éste y el grado
histolégico combinado. Sin embargo, no encontramos diferencias
significativas cuando la correlacion se establece con los grupos con

diferente nimero de ganglios axilares metastéticos.

La mayor incidencia de casos con expresion de receptores estrogénicos
se produce en la serie con menor tamafio tumoral. Sin embargo no es
estadisticamente significativa. La correlacion entre grado histoldgico y
expresion de receptores estrogénicos es altamente significativa,
manteniéndose de forma independiente con el grado nuclear y el indice
mitosico, pero no con la diferenciacién tubular. Asimismo la correlacién es

significativa con el estatus ganglionar axilar.

No se ha obtenido correlacion significativa entre la expresion de p53 y los

diversos factores prondsticos.

La incidencia de casos con expresion de c-erb2 ha sido mayor en la serie
de casos con mayor tamafo tumoral, pero no estadisticamente
significativa. La correlacion con el grado histolégico combinado es
significativa pero no la establecida de forma independiente con sus

factores ni con el estatus ganglionar axilar.

El método mas sensible y especifico para determinar la densidad

vascular, ha sido el recuento vascular a 400 aumentos, sobre el mejor
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7

8)

9)

“punto caliente, localizado previamente mediante la observacién a 100

aumentos en secciones histologicas con inmunotincioén para CD31.

La densidad vascular se correlaciona con alta significacion estadistica
con el tamafo tumoral y tamafio tumoral medio, con cada uno de los
parametros que integran el grado histolégico combinado, con dicho grado
histoldgico, con el estatus ganglionar axilar y con el nimero de ganglios

afectados.

El analisis de la densidad vascular por intervalos establece un incremento
paralelo de la densidad vascular con el nimero de casos con metastasis
ganglionar axilar asi como una disminucion progresiva del numero de
casos con ganglios axilares no afectados. Dicho analisis establece un
cambio de tendencia significativo a partir de una densidad vascular de 40
vasos. Conforme aumenta la densidad vascular aumenta el numero de
tumores con metastasis, que alcanzan practicamente el 100% de los
casos a partir de una densidad vascular de 80 vasos. Densidades
vasculares por debajo de 40 vasos conllevan un riesgo global de

metastasis del 20%.

La serie de casos sin expresion de receptores estrogénicos muestra una
densidad vascular ligeramente mas elevada que el grupo de tumores que
si los expresa. Sin embargo las diferencias entre ambas series no son
estadisticamente significativas. No hemos obtenido diferencias
significativas en las densidades vasculares relacionadas con la expresion

0 no de p53y c-erb2.

10)La densidad vascular es un dato objetivo que, unido al resto de factores

prondsticos, podria sefalizar subgrupos de pacientes con mayor riesgo
de metastasis ganglionar axilar, posiblemente tributarias de un

tratamiento adyuvante o un control mas severo.
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